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1. Einleitung 
1.1 Die Immunantwort 
Wenn Pathogene, wie beispielsweise Bakterien, einen Wirt befallen, besteht die erste Ver-
teidigungslinie aus dem angeborenen Immunsystem. Die Bestandteile des angeborenen Im-
munsystems erkennen allgemeine Muster auf Pathogenen z.B. Lipopolysaccharide (LPS) in 
der Zellwand von Gram- Bakterien oder Lipoteichonsäure in der Zellwand von Gram+ Bakte-
rien. Dadurch kann schnell erkannt werden, dass es sich beispielsweise um ein Bakterium 
handelt, welches dann durch die Aktivität des Komplement Systems, von Makrophagen, 
Granulozyten und Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) schnell beseitigt werden kann, ohne 
dass starke Krankheitssymptome auftreten. Zusätzlich wird durch die Sekretion von Zytoki-
nen, wie Tumor Nekrose Faktor α (TNFα) durch aktivierte Makrophagen ein Entzündungs-
herd vorbereitet, der die Voraussetzungen für eine adaptive Immunantwort schafft. Anders 
als das angeborene Immunsystem, werden durch das adaptive Immunsystem vielfältige An-
tigene erkannt. Hier erkennen allerdings wenige Zellen dasselbe Antigen und erst durch Ak-
tivierung einer bzw. weniger spezifischer Zellen beginnen nur diese spezifischen Zellen klonal 
zu proliferieren. Eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen als Teil des adaptiven 
Immunsystems spielen Dendritische Zellen (DCs), die im entzündeten Gewebe lokalisiert sind 
und aus der extrazellulären Flüssigkeit Proteine aufnehmen, prozessieren und über Major 
Histocompartibility Complex (MHC) Moleküle auf ihrer Oberfläche präsentieren. Aktivierte 
DCs wandern, durch Chemokine geleitet, zu einem lokalen Lymphknoten, in dem sie nur sol-
che naiven T-Zellen aktivieren, die einen T-Zellrezeptor (TCR) exprimieren, der spezifisch das 
Antigen erkennt, das von den DCs präsentiert wird. Diese aktivierten T-Zellen proliferieren 
klonal und reifen zu T-Effektorzelle. Die aktivierten T-Zellen verlassen den Lymphknoten und 
gelangen über den Blutstrom zum Entzündungsherd, der durch die TNFα Wirkung für die T-
Effektorzellen zugänglich ist. Dort tragen sie durch spezifische Mechanismen zur Bekämp-
fung des eingedrungenen Pathogens bei. Neben T-Zellen gehören B-Zellen zum adaptiven 
Immunsystem. Diese können nach Aktivierung zu Antikörper-produzierenden und -
sezernierenden Plasmazellen heranreifen (zusammengefasst in [4]).  
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1.1.1 CD4+ T-Helferzellen 
Die T-Zellpopulation, als bedeutender Teil des adaptiven Immunsytems, kann in zwei Haupt-
gruppen unterteilt werden: die CD4+ und die CD8+ T-Zellen. Beide Populationen reifen im 
Thymus, nachdem sie das Knochmark als allgemeiner Lymphzytenvorläufer verlassen haben. 
Durch den Einfluss von Thymus-Epithelzellen beginnen diese Zellen T-Zell-spezifische Mole-
küle wie Thy1 oder CD2 zu exprimieren und differenzieren zu CD3-CD4-CD8- Thymozyten. 
Von diesen differenzieren einige zu CD3+CD4-CD8- T-Zellen, die einen T-Zellrezeptor beste-
hend aus einer γ- und einer δ-Kette exprimieren. Der großte Teil der CD3-CD4-CD8- Thymozy-
ten allerdings beginnt damit die β-Kette des T-Zellrezeptors umzulagern, d.h. dass durch so-
matische Mutationen während der VDJ-Rekombination das Gen der β-Kette verändert wird, 
wodurch eine große Vielfalt an T-Zellrezeptoren entstehen kann. Die neu gebildete β-Kette 
wird zusammen mit einer vorläufigen α-Kette auf der Zelloberfläche des nun CD3+CD4+CD8+ 
Thymozyts exprimiert [5]. Nachdem der CD3+CD4+CD8+ Thymozyt auch die α-Kette umgela-
gert hat, durchläuft er zwei Selektionsschritte. Während der Positivselektion wird überprüft, 
ob er körpereigene MHC-Allele erkennt, wobei durch die Erkennung von MHC I Molekülen 
die Expression von CD8 als Co-Rezeptor und durch die Erkennung von MHC II die Expression 
von CD4 begünstigt wird. Außerdem durchlaufen diese Zellen eine Negativselektion, wäh-
rend der in Zellen mit einer hohen Affinität zu Selbstantigenen wie bespielsweise Peptide, 
die von Insulin stammen, Apoptose ausgelöst wird [6] oder sie zu einer regulatorischen T-
Zelle differenziert (s.u.) [7]. Diese Selektionsschritte überleben nur ca. 2% der selektierten 
Zellen. Anschließend können die so gereiften T-Zellen den Thymus als entweder CD3+CD4+ 
oder CD3+CD8+ naive T-Zelle verlassen. Diese naiven T-Zellen zirkulieren durch das Blut- und 
Lymphsystem und siedeln sich in sekundär lymphatischen Organen an.  
Nach T-Zellaktivierung differenziert eine CD8+T-Zelle in eine Zytotoxische T-Zelle (CTL), die 
über Perforin, Granzym und Fas direkt viral oder bakteriell infizierte Zellen sowie Tumorzel-
len töten kann. Außerdem sezernieren CTLs Interferon γ (IFNγ) und TNFα, die sowohl Wir-
kungen auf die infizierte Zelle haben, wie die Hochregulation von MHC I Molekülen, aber 
auch auf die gesamte Entzündungsreaktion, indem beispielsweise Makrophagen aktiviert 
werden und indem ein Zytokinmilieu geschaffen wird, das die Differenzierung von CD4+ T-
Helferzellen beeinflusst [zusammengefasst in 4].  
CD4+ T-Zellen spielen sowohl in der Immunantwort gegen intra- als auch gegen extrazelluläre 
Pathogene eine Schlüsselrolle. Ihre Hauptaufgabe ist es hierbei, vor allem die Aktivierung 
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von anderen Zelltypen zu vermitteln. Zwar geht man im Moment davon aus, dass CD4+ T-
Zellen in vielen viralen Infektionen nicht benötigt werden, um CTLs zu induzieren [8], die 
Bildung von CD8+ Gedächtnis T-Zellen hingegen benötigt die Gegenwart von CD4+ T-Zellen 
[9]. Außerdem wird die CD4+ T-Zellhilfe benötigt, um in B-Zellen die Keimzentrumsreaktion 
und somit die Produktion von hoch spezifischen Antikörpern (AK) sowie Gedächtnis B-Zellen 
zu induzieren [10]. Durch die Sekretion von bestimmten Zytokinen (IL17) rekrutieren CD4+ T-
Zellen andere Immunzellen wie neutrophile Granulozyten und Monozyten zum Infektions-
herd [11]. Auf der anderen Seite können CD4+ T-Zellen aber auch regulatorisch eingreifen 
und die Effektorfunktionen von anderen Immunzellen hemmen, um beispielsweise die Ent-
stehung von Autoimmunerkrankungen zu verhindern [12].  
Diese Funktionen werden durch CD4+ T-Zellen vermittelt, allerdings nicht alle von derselben 
Zelle. Die CD4+ T-Helferzellpopulation lässt sich weiter in Subpopulationen aufteilen, deren 
spätere Linienzugehörigkeit sich, mit Ausnahme der natürlich vorkommenden regulatori-
schen T-Zellen (nTregs), erst während der T-Zellaktivierung entscheidet. Dazu sind drei Signa-
le während der CD4+ T-Zellaktivierung nötig. Das erste Signal ist die spezifische Interaktion 
zwischen T-Zellrezeptor und Peptid-beladenem MHC II Molekül auf einer Antigen Präsentie-
renden Zelle (APC: DCs, B-Zellen oder Makrophagen), wobei CD3 bei der Signalweiterleitung 
eine wichtige Rolle spielt. Das zweite Signal, ist die Interaktion von CD28 auf der T-Zelle und 
kostimulatorischen Molekülen der B7-Familie auf der APC. Diese beiden Signale aktivieren 
CD4+ und CD8+ T-Zellen und geben Überlebenssignale. Als Folge beginnt die T-Zelle damit, 
Aktivierungsmarker wie CD25, CD44 und CD69 hoch zu regulieren und CD62L, das die Lokali-
sation in sekundär lymphatischen Organen vermittelt, herunter zu regulieren. Als Folge der 
intrazellulären Signalweitergabe der T-Zellrezeptoraktivierung u.a. über den Phosphoinosid-
3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalweg beginnt die T-Zelle zu proliferieren [13]. In welche Art von 
Effektorzelle sich die nun aktivierte T-Zelle entwickelt, hängt vom dritten Signal, dem vor-
herrschenden Zytokinmilieu ab, in dem die Zelle aktiviert wurde, und das von der APC und 
anderen Immunzellen bestimmt wird. Es gibt drei Hauptgruppen von CD4+ T-Effektorzellen: 
T-Helfer 1 (Th1), T-Helfer 2 (Th2) und T-Helfer 17 Zellen (Th17), denen die natürlich vor-
kommenden (nTregs) und die induzierten (iTregs) regulatorischen T-Zellen gegenüberstehen. 
Wenn während der T-Zellaktivierung Interleukin (IL) 12 das vorherrschende Zytokin ist, diffe-
renziert die T-Zelle in eine Th1-Zelle, die durch die Expression des Transkriptionsfaktors T-bet 
und die Sekretion von IFNγ und TNFα charakterisiert ist. Diese Zellen spielen eine wichtige 
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Abbildung 1: Schemartische Darstellung
der Differenzierung einer CD4+ naiven T-
Zelle in eine T-Effektorzelle. Abhängig 
vom vorherrschenden Zytokinmilieu 
differenziert eine naive CD4+ T-Zelle 
nach Stimulation entweder in eine Th1-, 
Th2- oder Th17-Zelle. Vereinfachte Dar-
stellung nach [2], iTregs, Th9 und Th22 
wurden hier nicht berücksichtig. 
Rolle, bei der Bekämpfung von intrazellulären Pathogenen, bei der Aktivierung von CTLs und 
Makrophagen [4, 14, 15].  
Ist IL4 das dominierende Zytokin bei der T-Zellaktivierung, entsteht aus der T-Zelle eine Th2-
Zelle, die den Transkriptionsfaktor GATA-3 und die Zytokine IL4, IL5 und IL13 sezerniert. Th2-
Zellen sind für die Bekämpfung von extrazelluären Bakterien und Helminthen wichtig, indem 
sie an der B-Zellaktivierung beteiligt sind [16].  
Th17-Zellen entstehen in der Gegenwart von IL6 und Transforming Growth Factor (TGF) β. 
Sie exprimieren den Transkriptionsfaktor ROR-γt, produzieren IL17 und IL22 und spielen eine 
wichtige Rolle in der Bekämpfung von bestimmten bakteriellen und fungalen Infektionen, 
wie in Abbildung 1 zu sehen ist [2]. Zusätzlich sind follikuläre T-Helferzellen für die Keimzent-
rumsreaktion und die Entstehung von Gedächtnis-B-Zellen wichtig [17]. Desweitern wurde 
die Existenz von Th9-Zellen [18] und Th22-Zellen [19] beschrieben. 
 
1.1.2 Regulatorische T-Zellen 
Einen wichtigen Teil der CD4+ T-Zellpopulation bilden die regulatorischen T-Zellen (Tregs). 
Anders als CD4+ T-Effektorzellen, wirken Tregs der Entstehung und dem Fortgang einer Im-
munantwort entgegen. Zusätzlich zur, im Thymus vermittelten, Selbst-Toleranz (Negativse-
lektion) aller T-Zellen, wirken Tregs aktiv autoreaktiven Immunzellen und pathogenen Im-
munreaktionen entgegen [20]. Dazu gehören auch die Vermittlung von Toleranz gegenüber 
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allogenen Transplantaten und die fetal-maternale Toleranz während der Schwangerschaft 
[21]. Diese Effekte vermitteln Tregs, indem sie Aktivierung, Proliferation und Effektorfunkti-
on vieler Immunzellen, u.a. CD4+ und CD8+ T-Zellen, sowie B-Zellen und andere APCs hem-
men. Bei einer Dysfunktion von Tregs kommt es zu fatalen Immun- und Autoimmunerkran-
kungen sowie Allergien [22]. Darüber hinaus können Tregs aber auch eine Immunantwort 
verhindern, die gegen Tumorzellen gerichtet ist und so das Tumorwachstum begünstigen 
[23].  
Auch die Treg-Population lässt sich in weitere Subpopulationen unterteilen. Von diesen sind 
die wichtigsten natürlich vorkommende Tregs (nTregs) und peripher induzierte Tregs (iT-
regs). nTregs, die den Thymus als regulatorische T-Zelle verlassen exprimieren einen T-
Zellrezeptor spezifisch für ein Selbst-Antigen und müssen Antigen-spezifisch aktiviert wer-
den, können anschließend aber auch nicht-Antigen-spezifisch wirken [24]. Im Gegensatz da-
zu verlassen iTregs den Thymus als naive T-Zelle und werden erst in der Peripherie, während 
entzündlicher Prozesse in der Gegenwart von TGF-β, IL10 und unreifer DCs zu einem regula-
torischen Phänotyp konvertiert [25].  
Auch die Suppressionsmechanismen, derer Tregs sich bedienen, um ihre regulatorische 
Funktion auszuüben sind vielfältig. Es konnten bisher verschiedene Mechanismen beschrie-
ben werden, die Zellkontakt-abhängig oder nicht, eine große Nähe der beteiligen Zellen un-
tereinander benötigen. Tregs können durch die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine 
(IL10, TGF-β, IL35), durch direkte Zytolyse, durch Beeinflussung aktivierender Signale der 
Zielzellen und durch Modulation von DC-Reifung und -Funktion, hemmend auf eine Immun-
antwort wirken [25]. Zusammengefasst in Abbildung 2.  
E i n l e i t u n g  | 12 
 
 
Abbildung 2: Zusammenfassung der wichtigsten Suppressionsmechanismen von Tregs und beteiligter 
Moleküle. A Hemmung der Effektorfunktionen von T-Zellen durch die Wirkung von inhibitorischen 
Zytokinen wie TGF-β, IL10 oder IL35. B Direkte Zytolyse der Effektorzelle durch die Wirkung von 
Granzymen und Perforin. C Störung des Effektorzellmetabolismus durch den Entzug von IL2 über die 
Bindung an CD25 auf Tregs, die intrazelluläre Wirkung des sekundären Botenmoleküls cAMP, das 
über Gap-Junctions in die Effektorzelle übermittelt wird oder durch die Bildung von Adenosin durch 
CD36 und CD73 auf der Oberfläche von Tregs, das über den Adenosin A2A Rezeptor (A2AR) hemmend 
auf die Zielzelle wirkt. D Modifikation der Funktion von DCs durch Tregs. Modifiziert nach [25]. 
Es wurden eine Reihe von Molekülen beschrieben, die für die Funktion von Tregs wichtig 
sind. Das wichtigste ist der Transkriptions Faktor Forkhead Box P3 (FoxP3), der als Masterre-
gulator von Tregs gilt und für ihre Entwicklung, Erhaltung und Funktion essentiell ist [26, 27]. 
In der Maus dient FoxP3 als Marker für Tregs, im Menschen wird FoxP3 allerdings nach T-
Zellaktivierung auch in nicht-regulatorische T-Zellen exprimiert. Trotzdem ist FoxP3 auch in 
menschlichen Tregs für deren Funktion essentiell, da eine FoxP3-Mutation in Maus (Scurfy-
Maus) und Mensch (IPEX = Immune Dysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked 
Syndrom) zu lymphoproliferativen Erkrankungen führt [28].  
Ein weiteres Molekül, das für die Treg-Funktion, aber auch für die Identifizierung von nTregs 
in der Maus wichtig ist, ist CD25. CD25 ist die α-Kette des IL2 Rezeptors und bindet mit einer 
sehr hohen Affinität IL2, das T-Zellen als Überlebenssignal benötigen. Naive T-Zellen sind 
CD25- und exprimieren es erst nach T-Zellrezeptoraktivierung hoch. Im Gegensatz dazu ver-
lassen nTregs den Thymus als CD25+ T-Zelle, so dass man in spezifisch Pathogen-frei gehalte-
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nen Mäusen CD25 als Treg-Marker verwenden kann. Im Menschen ist der Anteil aktivierter 
CD4+ T-Zellen in der Regel größer, so dass CD25 hier nicht als absoluter Treg-Marker dienen 
kann, man aber in Verbindung mit der Herunterregulation von CD127, die CD25high CD4+ T-
Zellen als Tregs ansieht. Über die Expression von CD25 binden Tregs in hohem Maße IL2, das 
T-Effektorzellen so nicht mehr zur Verfügung steht [29-31].  
Andere Moleküle, die wichtige Funktionen in Tregs haben, sind Granzym-B in der Maus, 
Granzym-A im Menschen und Perforin [32], sowie TNF-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL) [33] und Galectin-1 [34], mit deren Hilfe in der Zielzelle Apoptose ausgelöst wird. 
CD39 und CD73 auf der Oberfläche von Tregs bilden Adenosin, das an den Adenosin Rezep-
tor 2A auf T-Effektorzellen bindet und deren Funktion hemmt [35]. Außerdem hemmt es die 
Sekretion von IL6 und fördert die von TGF-β, so dass die Konversion von naiven T-Zellen in 
Th17-Zellen zu Gunsten von Tregs gehemmt wird [36]. Ein weiteres Molekül, von dem be-
schrieben wurde, dass Tregs es für ihre maximale Aktivität benötigen, ist Cytotoxic T Cell 
antigen 4 (CTLA-4), über das Tregs mit DCs interagieren und diese dazu veranlassen, die In-
doleamin 2,3-dioxygenase (IDO) zu exprimieren, die immunsuppressive Metabolite umsetzt 
[37]. Auch über das Lymphozyte-Activation-Gene-3 (LAG-3) können Tregs mit DCs interagie-
ren. LAG-3 ist ein Homolog von CD4 und bindet ebenfalls MHC II. Über diese Interaktion 
hemmt LAG-3 die Reifung von DCs und deren immunstimulatorischen Fähigkeiten (Abbildung 
2) [38, 39]. Neuropilin-1, das in der Maus nur auf nTregs, nicht aber auf aktivierten T-Zellen 
vorkommt, bindet Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), das von Tumorgewebe ausge-
schüttet wird und reguliert die Infiltration von Tregs in den Tumor, was eine anti-Tumor-
Immunantwort verschlechtert [40]. 
1.2 CD83 und seine Rolle in Immunzellen 
CD83 ist ein weiteres Molekül, das auf der Oberfläche von nTregs nachgewiesen werden 
konnte [41], dessen Funktion auf Tregs aber bisher weitestgehend unerforscht ist. Zuerst 
beschrieben wurde CD83 1992 allerdings als Marker für reife DCs [42], seine Expression 
wurde aber auch auf der Oberfläche von aktivierten B-Zellen, aktivierten Makrophagen, akti-
vierten neutrophilen Granulozyten und auf einer regulatorischen Subpopulation von natürli-
chen Killerzellen [43] beschrieben. Das CD83-kodierende Gen ist im Menschen auf Chromo-
som 6 und in der Maus auf Chromosom 13 lokalisiert und es besteht eine 63-prozentige Ho-
mologie zwischen den CD83-Aminosäuresequenzen dieser beiden Spezies [44]. Die CD83-
Transkription wird durch den Nuclear Factor (NF)κB aktiviert [45-47], woraufhin ein Tran-
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skript mit fünf Exons entsteht. Exon 1 kodiert den 5’UTR und ein Leading-Peptid, Exon 2 
und 3 den hinteren Teil des Leading-Peptids und eine Immunglobulin-ähnliche Domäne, 
Exon 4 die Transmembranregion und Exon 5 eine zytoplasmatische Domäne sowie den 
3’UTR [48]. Zusätzlich zu diesem full length Transkript wurden drei Splicing-Variantan be-
schrieben [49]. Auf Proteinebene gibt es zwei Erscheinungsformen von CD83, ein membran-
gebundenes 45 kDa Protein, das von allen fünf Exons kodiert wird (full length) [48] und eine 
kürzere (26 kDa) Form, die nur aus Exon 2 und 3 besteht und als sCD83 bezeichnet wird, da 
sCD83 (löslich, engl.: soluble) in humanem Serum nachgewiesen wurde [50]. Beide Proteine 
gehören zur Immunglobulin-Superfamilie, sind glykosyliert und können Schwefelbrücken 
ausbilden. Von sCD83 sind Homodimere beschrieben worden [51, 52]. Ob sCD83 aber ein 
Produkt von alternativem Spleißens ist, ist bisher nicht geklärt, da auch vorgeschlagen wur-
de, sCD83 könne post-translational proteolytisch von der Zelloberfläche geschnitten werden 
[50], wie es in einer Infektion von DCs mit dem humanen Cytomegalie Virus (CMV) beobach-
tet wurde [53]. Ein Ligand für CD83 konnte bisher nicht identifiziert werden, es gibt aber 
Studien, die darauf hinweisen, dass dieser Ligand von DCs [54], Monozyten und aktivierten 
CD4+ und CD8+ T-Zellen exprimiert wird [55].  
Funktionell wurde von CD83 auf APCs eine immunaktivierende Funktion beschrieben, da 
CD83 als Marker für reife DCs gilt [48]. Außerdem konnte nicht nur gezeigt werden, dass 
CD83+ DCs T-Zellen aktivieren können [48, 56, 57] sondern auch, dass eine verminderte 
CD83-Expression auf DCs deren Fähigkeit T-Zellen zu aktivieren verschlechtert [58]. Außer-
dem konnte in CD83 Knock Out (KO) Mäusen gezeigt werden, dass DCs und T-Zellen in vitro 
zwar normal funktionieren und auch B-Zellen in vitro normal proliferieren, B-Zellen aber we-
niger MHC II und CD86 exprimieren. Diesbezüglich wurde über einen Zusammenhang mit 
einer verminderten Immunantwort in der CD83KO Maus in einem Oxazolone-vermittelten 
Kontaktallergie Modell spekuliert [59]. Dazu kommt, dass die CD83KO Mäuse, bei der Exon 3 
bis 5 von CD83 fehlt, eine bis zu 90-prozentige Reduktion der naiven CD4+ T-Zellen in der 
Peripherie aufwiesen, was durch eine gestörte CD4+-T-Zellentwicklung im Thymus ausgelöst 
wurde. In diesen Tieren konnte kein Einfluss auf den Anteil CD8+ oder CD4+CD8+ Thymozyten 
entdeckt werden und die Autoren vermuten, dass die CD4+-T-Zellentwicklung von der CD83-
Expression durch Thymus-Epithelzellen und DCs im Thymus verursacht wurde [59].  
Im Gegensatz dazu wurde für sCD83 und für CD83, das von T-Zellen exprimiert wird, eine 
immunsuppressive Wirkung beschrieben. Zum einen konnte gezeigt werden, dass die Im-
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munglobulin-Domäne von CD83 die DC-vermittelte T-Zellproliferation in vitro hemmt [54, 
60]. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass sCD83 Lähmungserscheinungen in einer expe-
rimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) prophylaktisch und therapeutisch entge-
genwirkt [61], eine gegen Tumore gerichtete Immunantwort hemmt [60], das Transplantat-
überleben in einem Cornea-Transplanationsmodell IDO-abhängig verlängert [62] sowie einer 
experimentellen Kolitis IDO-abhängig entgegen wirkt [63].  
Durch die retrovirale Überexpression von CD83 auf CD4+CD25- naiven T-Zellen konnte in die-
sen Zellen ein regulatorischer Phänotyp induziert werden, der sich dahin gehend äußerte, 
dass die CD83-überexprimierenden T-Zellen in vitro schlecht proliferierten, FoxP3 exprimier-
ten und Zellkontaktabhängig die Proliferation von T-Effektorzellen hemmten. Außerdem 
konnten diese Zellen eine Dinitroflurobenzen (DNFB) -induzierte Kontaktallergie und EAE in 
ähnlicher Weise abschwächen, wie frisch isolierte nTregs. Nach Antigen-spezifischer Stimula-
tion zeigten die CD83-überexprimierenden T-Zellen eine verminderte Sekretion von IL17. 
Darüber hinaus hatte der Überstand einer Kultur von CD83-überexprimierenden T-Zellen 
keinen Einfluss auf die Proliferation von T-Effektorzellen in vitro, was nahe legt, dass die be-
obachteten Effekte auf die Oberflächenexpression von CD83 und nicht auf eine Beteiligung 
von sCD83 zurück zu führen waren [41].  
Die Rolle von CD83 während einer Immunantwort ist also sehr vielfältig. Auf der Oberfläche 
von DCs exprimiert, wurde für CD83 eine immunaktivierende Wirkung beschrieben. sCD83 
und auf T-Zellen exprimiertes CD83 hingegen wurden eher suppressive Eigenschaften zuge-
schrieben.  
1.3 MicroRNAs und ihre Rolle in Immunzellen 
MicroRNAs (miRNAs) sind kurze (ca. 21 – 23 nt) nicht-Protein-kodierenden RNAs, die die Ge-
nexpression auf Translationsebene regulieren können. Die erste miRNA (lin-4) wurde 1993 
von Victor Ambros als endogener Regulator der Caenorhabditis elegans Entwicklung be-
schrieben [64]. 1998 wurde durch Andrew Fire und Craig Mello das Phänomen der RNA-
Interferenz (RNAi) beschrieben, bei der Gene durch exogene dsRNA spezifisch in ihrer Ex-
pression inhibiert werden konnten [65]. Dieser Mechanismus, der Inhibition durch exogene 
RNAs wird mittlerweile den small interferig RNAs (siRNAs) zugeschrieben, die sich von den 
miRNA vor allem dadurch unterscheiden, dass sie die Genomintegrität vor fremden und in-
vasiven Nukleinsäuren, wie viralen Nukleinsäuren, Transposons oder Transgene, schützen 
sollen. Die Aufgabe von miRNAs hingegen ist die Regulation von endogenen Genen, außer-
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dem werden miRNAs endogen kodiert, d.h. der Organismus in dem sie wirken, kodiert die 
miRNA-Transkripte im eigenen Genom [3]. Die Wirkungsmechanismen von miRNA und siRNA 
sind hingegen ähnlich. Beide hemmen die Genexpression auf mRNA-Ebene, indem sie mit 
einem RNA-Induced-Silencing-Complex (RISC) assoziieren und auf eine sequenzabhängige 
Weise die Ziel-mRNA identifizieren, an sie binden und entweder die Ziel-mRNA abbauen o-
der deren Translation hemmen. Anders als miRNAs binden siRNA ihre Ziel-mRNA völlig kom-
plementär und man geht davon aus, dass es immer zum Abbau der Ziel-mRNA kommt. miR-
NAs binden ihre Ziel-mRNA dagegen mit vielen Fehlpaarungen und es kann entweder zum 
Abbau der Ziel-mRNA oder nur zur translationalen Hemmung kommen. Der Grad der Homo-
logie scheint dabei eine Rolle zu spielen [66].  
Die Transkription des miRNA-Primärtranskripts (pri-miRNA) erfolgt durch RNA-Polymerase II. 
Diese pri-miRNA wird polyadenyliert und erhält ein 5’G-Cap [67]. Das Transkript kann eine 
einzelne oder ein Cluster von mehreren miRNAs enthalten. Die miRNA-Vorläufersequenz 
kann sich aber auch in Introns von Protein-kodierenden Genen befinden. In der pri-miRNA 
befindet sich eine haarnadelförmige Struktur (pro kodierter miRNA), d.h. die pri-miRNA ist 
über ca. 33 bp unperfekt doppelsträngig und bildet eine terminale Schlaufe [68]. Diese pri-
miRNA wird zweimal prozessiert, um eine reifes (mature) miRNA-Duplex zu erhalten. Der 
erste Prozessierungsschritt erfolgt durch das RNase III Enzym Drosha im Zellkern und bein-
haltet das Herausschneiden der Haarnadelstruktur, der pre-miRNA [69]. Alternativ kann die-
ser Prozessierungsschritt auch durch das Spleißosom durchgeführt werden [70, 71]. Nach 
Exportin 5 vermitteltem Kernexport [72], erfolgt der zweite Prozessierungsschritt im Zyto-
plasma durch die RNase III Dicer. Die terminale Schlaufe wird abgeschnitten, wodurch das 
reife miRNA-Duplex entsteht. Dieses wird durch RISC entwunden und ein Strang des Duple-
xes assoziiert mit dem Effektorkomplex [66]. Proteine der Argonaut-Familie spielen im RISC 
eine wichtige Rolle: sie binden die einzelsträngige miRNA am Zucker-Phosphat-Rückgrat, so 
dass die Basen frei liegen und die Ziel-mRNA binden können [3]. Welcher Strang des Duple-
xes an RISC bindet und welcher abgebaut wird, wird durch die relative thermodynamische 
Stabilität der Duplexenden bestimmt. Der Strang dessen 5’Ende am weniger stabilen Ende 
des Duplexes liegt, wird in RICS eingebaut [67]. Allerdings kann auch der andere Strang ein-
gebaut werden. Der am häufigsten eingebaute Strang wird als miRNA und der seltener ein-
gebaute Strang als miRNA* bezeichnet [73] (zusammengefasst in [3] und Abbildung 3). 
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Assoziiert mit RISC dient die miRNA als Adapter, um sequenzspezifisch die Ziel-mRNA zu bin-
den. Diese Bindung ist allerdings nicht-perfekt, die hier als wichtig erachteten Basen sind 
Nukleotid 2-8 der miRNA (=Seed Sequenz), deren Bindung von funktioneller Bedeutung ist. 
Die miRNA-Erkennungssequenz befindet sich in der Regel in mehreren Kopien im 3’UTR der 
mRNA [3].  
Wie der Mechanismus der translationalen Hemmung durch miRISC funktioniert, ist noch 
nicht völlig verstanden, es gibt aber verschiedene Modelle. Eine Interaktion von miRICS mit 
dem 5’G-Cap wurde vorgeschlagen, so dass der Initiationsfaktor eIF4F, der normalerweise 
das 5’G-Cap bindet, um die Translation zu initiieren, nicht mehr binden kann (Abbildung 4 A) 
[74]. Andere Ergebnisse weisen darauf hin, dass miRISC die Assoziation der 60S ribosomalen 
Untereinheit mit dem 40S Präinitiationskomplex verhindert (Abbildung 4 B) [75]. Durch die 
Deadenylierung der mRNA, würde verhindert werden, dass die mRNA eine zirkuläre Struktur 
bildet, die die Translation begünstigt. Außerdem würde dadurch die Stabilität der mRNA be-
einträchtig (Abbildung 4 C) [76-79]. Eine weitere Möglichkeit ist, dass die Ribosomen von der 
mRNA dissoziieren (Abbildung 4 D) [80], oder es zum Abbau der mRNA kommt (Abbildung 4 E) 
(zusammengefasst in [3]).  
Abbildung 3: Schematische Darstellung der miRNA Prozessierung und deren Assoziation mit RISC. A
Prozessierung der pri-miRNA durch Drosha und dessen Co-Faktor DGCR8 was zur Entstehung der 
pre-miRNA führt. Alternativ kann die pre-miRNA auch durch das Spliceosom generiert werden. B
Export der pre-miRNA ins Zytoplasma. C Enstehung des reifen miRNA-Duplexes durch die Aktivität 
von Dicer und dessen Co-Faktor TRBP. D Beladung von RISC, zu dessen Bestandteilen Agonauten-
proteine und GW182 gehören, mit der einzelsträngigen miRNA oder miRNA*. DGCR8: DiGeorge Syn-
drom critical region gene 8; TRBP: human immunodeficiency virus transactivating response RNA-
binding protein; GW182: GW Body Protein 182 (Gawky). Modifiziert nach [3]. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung verschiedener Mechanismen der translationalen Hemmung 
durch miRISC. A miRISC bindet 5’G-Cap, so dass eIF4F nicht binden kann, um die Translation zu initiie-
ren. B miRISC interagiert mit dem Komplex aus der 60S ribosomalen Untereinheit und eIF6 und ver-
hindert die Assoziation mit der 40S ribosomalen Untereinheit. C miRISC induziert Deadenylierung der 
mRNA (durch den Ccr4-Not-Komplex) und verhindert so die Ringbildung der mRNA. D miRISC indu-
ziert die Dissoziation der ribosomalen Untereinheiten von der mRNA. E miRISC induziert die Deade-
nylierung und den Abbau des G-Caps, was zum Abbau der mRNA führt. RISC: RNA-induced Silencing 
Complex, eIF: eukaryotischer Initiationsfaktor, Ccr4-Not-Komplex: Komplex aus u.a. Carbon catabolite 
repressor protein 4 homolog Cytoplasmic deadenylase (Ccr4), Negative regulator of transcription 
(Not) und CCR4-associated factor 1 (CAF1), dieser Komplex vermittelt neben Ubiquitinierung auch 
Deadenylierung, Dcp1: Decapping Protein1. PABP1: Polyadenylate binding Protein 1. Modifiziert nach 
[3]. 
Die Genregulation durch miRNA führt allerdings in der Regel nicht zur kompletten Inhibition 
der Proteinexpression, vielmehr dient es der Feineinstellung [81]. Es wurde außerdem be-
schrieben, dass es negative Feedback Mechanismen gibt, um die miRNA Expression zu regu-
lieren. So kann ein Transkriptionsfaktor, der die Expression einer miRNA initiiert, durch diese 
gehemmt werden [82]. 
Ein Hinweis darauf, dass miRNAs auch in Immunzellen und während einer Immunantwort 
wichtige Rollen übernehmen, ist die veränderte Expression von vielen miRNAs nach Immun-
zellaktivierung [83, 84]. Vor allem aber mit Hilfe von Dicer Knock Out Modellen konnte dies 
belegen werden. Durch die Deletion von Dicer während eines frühen Stadiums der T-
Zellentwicklung, wurde eine Verminderung des Anteils der T-Zellen, die einen α/β-T-
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Zellrezeptor exprimieren, detektiert [85]. Eine Depletion von Dicer führte im Thymus dazu, 
dass die Entwicklung von peripheren CD8+ T-Zellen gestört war. Außerdem waren Dicer defi-
ziente T-Zellen in ihrer Anzahl vermindert, proliferierten nach Stimulation nur schlecht, hat-
ten eine erhöhte Apoptose-Rate und sezernierten vorwiegend das Zytokin IFNγ [86]. Die ge-
zielte Deletion von Dicer in FoxP3+ nTregs führte zu einer verheerenden Autoimmunerkran-
kung, die sehr ähnlich der Autoimmunerkrankung in Scurfy-Mäusen war. Die Analyse der 
Treg-Funktion aus den FoxP3-DicerKO Mäusen, die einen Autoimmunphänotyp aufwiesen 
zeigte, dass sie ihre suppressiven Eigenschaften komplett verloren hatten [87, 88]. Auch in B-
Zellen führte die Deletion von Dicer zu Fehlern während der Entwicklung und in der Funktion 
von reifen B-Zellen [89]. 
Der Verlust welcher miRNAs für diese Effekte verantwortlich war, ist noch nicht ganz geklärt, 
allerdings konnten einige miRNAs und ihre Funktionen im Immunsystem bereits identifiziert 
werden.  
MiR155 beispielsweise wird NFκB-abhängig im Zuge einer Immunantwort verstärkt expri-
miert [90] und reguliert die Expression von Src homology-2 domain-containing inositol 5-
phosphatase 1 (SHIP1) [91] und Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) [92], was eine 
erhöhte Aktivität von Interferonen [93] und des Akt-Signalwegs [94] und somit erhöhtes 
Zellüberleben, Wachstum, Migration und eine verbesserte antivirale Wirkung zur Folge hat. 
Neben NFκB aktiviert auch FoxP3 die Expression von miR155 und es wurde über einen Zu-
sammenhang mit der Gewährleistung der proliferativen Fähigkeit von Tregs durch miR155 in 
vivo spekuliert [92]. Außerdem scheint miR155 die Th2 Linienzugehörigkeit einer CD4+ T-
Zellen zu hemmen, indem sie cMaf (v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
homolog) hemmt, das die Th2-Differenzierung fördert [95, 96]. Weiterhin konnte miR155 
mit der Regulation des Immunglobulin-Klassenwechsels in Verbindung gebracht werden 
[97]. 
Eine weitere wichtige miRNA ist miR146a, die ebenfalls durch NFκB induziert wird [98]. Zu 
ihren bekannten Ziel-mRNAs gehören die des TNF receptor associated factor 6 (TRAF6) und 
der Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK1), zwei Signalmoleküle, die an der Wei-
terleitung des Toll-like-Rezeptor-Signals beteiligt sind. Die Regulation des Toll-like-Rezeptor-
Signals durch miR146a hat zur Folge, dass während einer Entzündung NFκB weniger aktiviert 
wird (Negativer-Feedback-Mechanismus) und IL6 und TNFα weniger stark exprimiert werden 
[98-100]. Eine miR146aKO Maus zeigte eine unkontrollierte, IFNγ-vermittelte, chronische 
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Autoimmunerkrankung, die einen ähnlichen Phänotyp hatte, wie der, der durch den Dicer 
Knock Out in nTregs verursacht wurde, allerdings weniger aggressiv. Es konnte gezeigt wer-
den, dass das Signalmolekül Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT-1), das 
durch miR146a kontrolliert wird, in diese übermäßige, Th1-vermittelte, Immunantwort in-
volviert war [101]. 
Andere miRNAs, die eine Rolle in Immunzellen spielen, sind miR181a, die während der posi-
tiven Selektion von T-Zellen im Thymus zur korrekten klonalen Selektion und zur Vermeidung 
von autoreaktiven T-Zellen beiträgt [102] und miR326, die die Th17-Differenzierung positiv 
beeinflusst [103]. Von dem miR17-92 Cluster und miR214 konnte gezeigt werden, dass sie 
Zellwachstum und -expansion fördern, indem PTEN negativ beeinflusst wird [104, 105].  
Die, in dieser Arbeit näher untersuchte miR183, ist eine miRNA, die zusammen mit miR96 
und miR182 als evolutionär konserviertes miR183/96/182-Cluster auf dem humanen Chro-
mosom 7 und Chromosom 6 der Maus kodiert ist und in der 5’Seed-Sequenz eine hohe Ho-
mologie mit ihren Cluster-Mitgliedern teilt [106]. Das miR183/96/182-Cluster wurde mit 
neurosensorischen Funktionen in Zusammenhang gebracht und ist in der Retina und ande-
ren sensorischen Organen stark exprimiert. Ein Knock Out des gesamten Clusters zeigte sei-
ne Beteiligung am Sehvorgang im Auge, da der Knock Out zu Defekten in den Photorezepto-
ren führte [107]. Außerdem wurde für miR183 eine regulatorische Funktion während dege-
nerativer Prozesse nach einem Cochlear Trauma beschrieben [108]. Das Expressionslevel des 
miR183/96/182-Clustes wurde als Tumormarker vorgeschlagen, da die Mitglieder der 
miR183-Familie in vielen Tumorarten hochreguliert, in einigen aber auch herunterreguliert 
sind [109]. In vielen Tumorarten konnte eine direkte Beteiligung von miR183 oder des ge-
samten Clusters an der Tumorentstehung sowie Migration und Invasion von Tumorzellen 
belegt werden [110-115]. Darüber hinaus wurde eine Hochregulation des gesamten Clusters 
in einer Fallkontrollstudie als Risikofaktor für Lungenkrebs identifiziert [116].  
Für miR183 wurden eine Reihe von Proteinen beschrieben, deren Expression von miR183 
reguliert sind und die die onkogene Wirkung von miR183 vermitteln. Die Regulation von Ez-
rin beispielsweise, einem Verbindungsprotein zwischen Zellmembran und Zytoskelett, wurde 
im Zusammenhang mit Lungentumoren beschrieben [117]. PDCD4, das Apoptose vermittelt, 
wurde in hepatozellulären Tumoren durch miR183 als herunterreguliert publiziert [111]. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass durch die Herunterregulation des Transkriptionsfak-
tor Early Growth Response 1 (EGR1) in Tumorzellen Migration begünstig wurde [115]. Dar-
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über hinaus sind noch einige weitere Zielproteine beschrieben. Über eine Funktion von 
miR183 in CD4+ T-Zellen oder Tregs im Besonderen sind allerdings bislang keine Veröffentli-
chungen in der PubMed-Datenbank hinterlegt (März 2014).  
1.4 Gentransfer 
Um die Funktion von bestimmten Genen in einem lebenden System zu untersuchen, stehen 
verschiedene Verfahren zur Verfügung, um diese Gene verstärkt zu exprimieren oder aber 
sie herunter zu regulieren. Die Einführung von Genen und die Kontrolle derer Expression in 
einzelnen eukaryotischen Zellen kann mittels Transfektion erfolgen, bei der die DNA in Form 
eines Expressionsvektors mittels verschiedener Verfahren (u.a. Elektroporation, Calcium-
Phosphat-Transfektion und Lipofektion wurden für diese Arbeit benutzt) in die Zielzelle ein-
geführt wird. Die Expressionsstärke wird dabei von einem Promotor kontrolliert, der sich mit 
dem Transgen zusammen auf dem Plasmid befindet. Diese Plasmide liegen extrachromoso-
mal vor. Nicht jede Zelle lässt sich transfizieren, einige, vor allem primäre Zellen, gelten als 
schwer zu transfizieren. Für das Einbringen von Fremd-DNA in diese Zellen, besteht die Mög-
lichkeit, dies über virale Vektoren zu tun. Für das Einbringen eines Transgens in einen ganzen 
Organismus hingegen, muss das Transgen bereits in dessen embryonale Stammzellen (ES-
Zellen) eingebracht werden, aus denen sich der Organismus entwickelt. 
1.4.1 Transgene Mäuse 
Es gibt verschiedene Vorgehensweisen, um eine transgene Maus zu erzeugen. Eine schnelle 
Methode, um ein Transgen an einer zufälligen Stelle im Genom zu integrieren, ist die Pro-
nukleus Injektion. Die transgene DNA kann über Mikroinjektion in den Pronukleus, das Sta-
dium bevor sich die Kernhüllen von Spermium und Eizelle aufgelöst haben, einer befruchte-
ten Eizelle injiziert werden [118, 119]. Die exogene DNA wird stabil integriert und an die 
Tochterzellen vererbt, so dass direkt eine Maus entsteht, die das Transgen in allen Zellen 
trägt. Da der Integrationsort an einer zufälligen Stelle im Genom liegt, kann sich die Expres-
sionsstärke zwischen mehreren so generierten Tieren unterscheiden oder gar nicht messbar 
sein, wenn die Integrationsstelle in einem transkriptionell stillgelegten Bereich liegt. Auch 
die Anzahl der integrierten Kopie schwankt [120]. Eine andere Möglichkeit ist die Infektion 
eines Embryos im vier bis acht Zellstadium mit Retroviren. Diese Methode wird allerdings 
dadurch beschränkt, dass die exogene DNA nur ca. 8 kb groß sein darf und deren Expression 
durch die retroviralen Enhancer beeinflusst wird [121, 122]. Durch homologe Rekombinati-
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on, einem spontan ablaufenden Reparaturprozess in der Zelle, kann ein Gen bzw. ein Chro-
mosomenabschnitt gezielt ausgetauscht werden. Bei der homologen Rekombination werden 
chromosomale Bereiche, die über lange Bereiche homolog zu einer anderen DNA-Sequenz 
sind über Cross Over der DNA-Stränge ausgetauscht. Dieser Mechanismus funktioniert aber 
auch mit Vektor-DNA [123] und kann für die zielgerichtete Mutagenese in ES-Zellen verwen-
det werde [124]. Mit dieser Methode können Mutationen eingefügt werden. Es ist aber auch 
möglich, durch die Deletion 
eines Exons oder dessen 
Ersatz durch eine andere 
Sequenz (beispielsweise 
eines Selektionsmarkers) 
die Funktionalität eines 
Gens zu zerstören und so 
einen Knock Out zu erzeu-
gen [125-127].  
Diese zielgerichtete Muta-
genese ist allerdings nur 
möglich, weil es ES-
Zelllinien gibt, die auch in 
Kultur ihre Pluripotenz bei-
behalten [128, 129]. Diese 
ES-Zelllinien stammen di-
rekt von expandierten 
Blastozysten-Zellen ab und 
können sich, nach Reinjek-
tion in eine Blastozyste, zu 
jedem Gewebe des entste-
henden Embryos inklusive 
der Keimbahnzellen, entwi-
ckeln [130]. ES-Zellen kön-
nen stabil in Kultur gehalten 
werden, wenn sie auf einer 
Abbildung 5: Schemartische Darstellung des Verlaufs der Generie-
riung einer transgenen Maus mittels ES-Zellmanipulation und 
Blastozysten-Injektion. ES-Zellen werden durch die Kultivierung 
eines Blastozystenexplantates gewonnen und können als stabilie 
ES-Zelllinie gentechnisch manipuliert werden. Durch Transfektion 
gelangt das Transgen in die ES-Zellen, die nach Überprüfung der 
richtigen Integration wieder in eine Blastozyste injiziert werden 
können. Diese kann einer pseudoschwangeren Maus eingesetzt 
werden um chimäre Nachkommen zu erzeugen. Diese können 
durch Weiterverpaarung mit einer wildtyp-Maus auf die Keim-
bahngänigkeit des Transgens überprüft werden. Modifiziert nach 
[1]. 
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Schicht mitotisch-inaktivierter Fibroblasten-Feeder-Zellen und in Gegenwart des Wachs-
tumsfaktors Leukemia Inhibitory Factor (LIF) kultiviert werden [131]. Während dieser Kultur 
kann die Vektor-DNA durch Elektroporation oder andere Transfektionsmethoden in die ES-
Zellen eingefügt werden und die Zellen können unter Selektionsdruck kultiviert werden. Auf 
diese Weise können gezielt ES-Zellklone selektioniert werden, die die Vektor-DNA aufge-
nommen haben. Außerdem können diese Klone in vitro daraufhin untersucht werden, ob 
und an welcher Stelle das Transgen in voller Länge ins zelluläre Genom integriert ist [132]. 
Werden diese ES-Zellen in eine Blastozyste injiziert, entsteht zunächst eine Chimäre, deren 
Organe und Gewebe zum Teil aus wildtyp ES-Zellen und zum Teil aus transgenen ES-Zellen 
aufgebaut sind. Wenn die Keimbahn aus den transgenen ES-Zellen entstanden ist, wird das 
Transgen auf die Nachkommen vererbt und es kann eine transgene Mauslinie erzeugt wer-
den, in der alle Zellen das Transgen tragen (zusammengefasst in [1] und Abbildung 5).  
Ein weiteres wichtiges Werkzeug, das es möglich macht, konditionale Mutationen einzufü-
gen, die auf bestimmte Gewebe beschränkt oder durch bestimmte Faktoren induziert wer-
den, ist das loxP/Cre-System. Die 34 bp lange loxP-Sequenz (= Locus of Cross Over) und das 
38 kDa große Protein Cre (= Causes Recombination) aus dem Bakteriophagen P1 können da-
zu benutzt werden die Mutation nur unter bestimmten Bedingungen stattfinden zu lassen 
[133]. Dazu wird der DNA-Bereich, der modifiziert werden soll, mit loxP-Sequenzen flankiert 
(gefloxt). Dies geschieht wie oben beschrieben über homologe Rekombination. Die entstan-
dene Mauslinie hat ein funktionelles Protein, in dessen nicht Protein-kodierende Gense-
quenz loxP-Sequenzen eingefügt wurden. Diese Maus kann nun mit einer Maus verpaart 
werden, die die Cre-Rekombinase exprimiert. In den Nachkommen dieser Verpaarung 
schneidet die Cre-Rekombinase an den loxP-Sequenzen und es kommt zum Knock Out. Die 
Expression der Cre-Rekombinase kann nicht nur durch einen Promotor kontrolliert werden, 
der in jeder Zelle aktiv ist (z.B. CMV-Promotor), sondern auch gewebe- oder zellspezifisch 
z.B. unter dem CD4-Promotor, was dazu führt, dass nur CD4-exprimierenden Zellen diesen 
Knock Out haben [134]. Es können auch Promotoren verwendet werden, die von bestimm-
ten Faktoren induziert werden, so dass die Cre-Expression nur stattfindet, wenn diese Fakto-
ren anwesend sind [135].  
1.5 Zielsetzung dieser Arbeit 
Da eine gestörte Balance zwischen T-Effektorzellen und regulatorischen T-Zellen zu Autoim-
munität und Allergien aber auf der anderen Seite auch zu einem erhöhten Tumorrisiko füh-
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ren kann, ist es wichtig zu verstehen, wie beide Populationen funktionieren und welche Mo-
leküle welche Funktion vermitteln, damit die Funktion von CD4+ T-Zellen gezielt therapeu-
tisch beeinflusst werden kann.  
Ein Molekül, das in diesem Zusammenhang im Zuge dieser Arbeit untersucht werden sollte, 
war CD83. Die Rolle von CD83 während einer Immunantwort ist sehr vielfältig. Auf der Ober-
fläche von DCs exprimiert, wurde für CD83 eine immunaktivierende Wirkung beschrieben, 
sCD83 und auf T-Zellen exprimiertes CD83 hingegen hatte suppressive Eigenschaften. Wel-
chen Einfluss eine CD83-Überexpression in CD4+ T-Zellen auf das Immunsystem einer 
CD4CD83 transgenen Maus hatte und wie sich diese Zellen während einer Entzündungsreak-
tion verhalten, sollte in dieser Arbeit untersucht werden. Dazu sollte einerseits eine 
CD4CD83 transgenen Maus phänotypisch und funktionell hinsichtlich regulatorischer sowie 
aktivierender Eigenschaften in vitro und in vivo untersucht werden. Außerdem sollte eine 
CD83-Flox Maus generiert werden, die dazu benutzt werden kann, verschiedene Gewebe-
spezifische CD83 Knock Out Mäuse zu generieren, um die Funktion von CD83 in weiter füh-
renden Arbeiten untersuchen zu können.  
Nicht nur Proteine spielen in der Biologie von CD4+ T-Zellen eine wichtige Rolle. Es wird mehr 
und mehr klar, dass die Regulation dieser Proteine durch miRNAs eine wichtige Rolle für die 
Entwicklung, Differenzierung und Funktion von T-Zellen spielt. Einige miRNAs, die Funktio-
nen in Effektor T-Zellen aber auch in Tregs übernehmen, konnten schon identifiziert werden. 
Trotzdem bleiben miRNAs ein sehr wichtiger Gegenstand der Forschung, um die Funktion 
von T-Zellen völlig verstehen und therapeutisch manipulieren zu können.  
Anhand von miRNA Expressionsanalysen verschiedener CD4+ T-Zellpopulationen sollten da-
her in dieser Arbei differenziell exprimierte miRNAs identifiziert und funktionell untersucht 
werden. Dazu sollten retrovirale Partikel generiert werden, mit denen CD4+CD25- T-Zellen 
transduziert werden konnten, um die ausgewählte miRNA zu überexprimieren und deren 
Funktion in vitro und in vivo zu analysieren.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zum Verständnis der Funktion und der Regulation von 
CD4+ T-Zellen beitragen, indem der Einfluss von CD83 und einer miRNA auf CD4+ T-Zellen 
durch Überexpression näher untersucht werden sollte. Außerdem sollte eine CD83-Flox 
Maus generiert werden, die, wie auch klonierte miRNA-Expressionsvektoren, für Analysen 
zur Verfügung stehen, die über diese Arbeit hinaus gehen.  
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2. Material  
2.1 Chemikalien und Lösungen 
10 mM MgCl2 Promega, Mannheim 
2-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 
Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf 
Ammoniumazetat  Sigma Aldrich, USA 
Ampicillin Invitrogen, Karlsruhe 
Brefeldin Sigma Aldrich, USA 
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester, CFSE  Invitrogen, Karlsruhe 
Desoxynukleosid Triphosphate, dNTPs  Fermentas, St Leon-Rot 
Cell Proliferation Dye eFluor® 670 eBioscience, USA 
Dinitroflurobenzen DNFB  Sigma Aldrich, USA  
Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure, EDTA  Carl Roth, Karlsruhe 
Geneticin, G418 Biochrom/Merck KGaA, Darmstadt 
Fötales Kälber/Bovine Serum, FCS/FBS Biochrom/Merck KGaA, Darmstadt 
Hepes PAA, GE-Healthcare, UK 
Ionomycin Sigmar Aldrich, USA 
IGEPAL® CA-630, NP-40 Sigmar Aldrich, USA 
Lineares Polyacrylamid Ambion, USA 
Lipopolysaccachrid, LPS Sigmar Aldrich, USA 
Mitomycin C Sigmar Aldrich, USA 
Paraformaldehyd Carl Roth, Karlsruhe 
Penicillin / Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe 
Phorbol 12-Myristat 13-Azetat, PMA Sigmar Aldrich, USA 
Polybrene Sigmar Aldrich, USA 
Reporter Lyse Puffer 5x Promega, Mannheim 
Trypanblau 0,4% Invitrogen, Karlsruhe 
Turbofect Reagenz Fermentas, St. Leon-Rot 
gebräuchliche Chemikalien sind hier nicht aufgeführt 
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2.2 Puffer 
  
ACK-Puffer 155 mM NH4Cl 
 9,98 mM KHCO3 
 0,5 M EDTA, pH8  
 pH 7,4 
  
ES-Zelllysepuffer 50 mM Tris, pH8 
 100 mM EDTA 
 100 mM NaCl 
 1% SDS 
 0,5% Sarcosyl 
 10 mg/ml Proteinkinase K  
  
FACS-Puffer 2% FCS  
 2 mM EDTA  
 1 x PBS-Puffer  
  
HEBS 2x  280 mM NaCl 
 50 mM Hepes 
 1,5 mM Na2HPO4 x 2 H2O 
  
PBS 136 mM NaCl 
 2,68 mM KCl 
 8,09 mM Na2HPO4 x 2 H2O 
 1,47 mM KH2PO4 
 pH 7,4 
  
Southern Blot: Depurination des Gels 0,25 M HCl 
  
SouthernBlot: Denaturierung des Gels 0,5 M NaOH 
 1,5 M NaCl 
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Southern Blot: Neutralisation des Gels 1,5 M NaCl 
 1 M Tris HCl 
 pH 7,2 
  
Southern Blot: SSC 150 mM NaCl 
 15 mM Natriumcitrat 
 pH 7 
  
Southern Blot: Denaturierung der Membran 0,4 M NaOH 
  
Southern Blot: Neutralisation der Membran 0,2 M Tris HCl 
 SSC 
 pH 7,5 
  
Southern Blot: Hybridisierungspuffer 0,5 M Natriumphosphat Puffer 
 7% SDS 
 10 mM EDTA 
 pH 7,2 
  
Southern Blot: Waschlösung 1 2x SSC 
 0,1% SDS 
  
Southern Blot: Waschlösung 2 0,2x SSC 
 0,1% SDS 
  
Southern Blot: Waschlösung 3 0,1x SSC 
 0,1% SDS 
  
TBE 89 mM Tris 
 89 mM Borsäure 
 2,53 mM EDTA 
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2.3 Zellkulturmedien 
 ES-Zellmedium:  
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Gibco Invitrogen 
   15% FBS, hitzeinaktiviert 
    2 mM L-Glutamin  
    0,1 mM nicht-essenzielle Aminosäuren  
1 mM Natriumpyruvat  
100 U/ml Penicillin/Streptomycin  
106 U Leukämie Inhibierender Faktor (LIF), Zellkulturüberstand  
0,1 mM β-Mercaptoethanol  
 ES-Zelleinfriermedium:  
ES-Zellmedium : FBS : DMSO (2 : 2 : 1) 
 ES-Zellselektionsmedium: 
ES-Zellmedium mit 200 µg/ml Geneticin 
 IMDM complete: 
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) mit GlutaMax® 
und 25 mM Hepes, Gibco Invitrogen 
10% FCS, hitzeinaktiviert 
100 U/ml Penicillin/Streptomycin  
25 µM β-Mercaptoethanol  
 LB Medium: 
Lysogeny Broth, Roth 
50 µg/ml Ampicillin  
 MEF-Feeder-Medium: 
DMEM mit GlutaMax®, Gibco Invitrogen 
10% FBS  
0,1 mM nicht-essenzielle Aminosäuren  
1 mM Natriumpyruvat  
100 U/ml Penicillin/Streptomycin  
 MEF-Einfriermedium 
MEF-Feeder-Medium : FBS : DMSO (2 : 2 : 1) 
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2.4 Primer 
Die Primer für miR183 und RNU6B stammen von Qiagen, alle übrigen Primer von Eurofins 
MWG Operon. 
Zielgen Sequenz Annealing Temperatur 
CD83 5‘  TCGAGGCCCCCAGGAGAA 55°C 
CD83 3‘  TTGCAGGTGAAAATGATGAGTGTC  
CD83KO 5‘ AGTGACGCTTGGGTTCTGTTAT 58°C 
CD83KO 3‘ TCTTATCCACTTGGGTTGAGG  
Cre 5‘ ACGACCAAGTGACAGCAATG 60°C 
Cre 3‘ CTCGACCAGTTTAGTTACCC  
EGR1 5’ TTTTTGCCCGTCCCTTTGGTTTCA 58°C 
EGR1 3’ GCCCTCTTCCTCGTTTTTGCTCTC  
miR183 miScript Primer Assay, Qiagen 55°C 
miR183-Bgl II 5‘ AGATCTTGCCGGGGGAGGTGAACGT 58°C 
miR183-Xho I 3‘ CTCGAGCTGCCCACTTGGGAGTAGGTGAGG  
NeoR 5‘ GCTATTCGGCTATGACTGGG 57°C 
NeoR 3‘ GAAGGCGATAGAAGGCGATG  
RNU6B miScript Primer Assay, Qiagen 55°C 
RPS9 5‘  CTGGACGAGGGCAAGATGAAGC 58°C 
RPS9 3‘ TGACGTTGGCGGATGAGCACA  
Sonde-BamH I 5‘ CATGGCTGTCAGACTTCTGT 58°C 
Sonde-BamH I 3‘ GACTGACATGGCACAACTTC  
Sonde-EcoR V 5‘ ACCGAGAGTCGATCACATATT 58°C 
Sonde-EcoR V 3‘ GACAAATTTGAATAAGTACAAGC  
2.5 Enzyme und rekombinante Proteine 
Asc I Fermentas, St. Leon-Rot 
BamH I Fermentas, St. Leon-Rot 
Bgl II Fermentas, St. Leon-Rot 
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase  Invitrogen, Karlsruhe 
EcoR I Fermentas, St. Leon-Rot 
EcoR V Fermentas, St. Leon-Rot 
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pCR2.1-miR183BglII/Xho
4614 bp
f1ori
pUCori
miR183mm
AmpR
KanR
BamHI (253)
HindIII (235)
NcoI (2563)
XbaI (1030)
NotI (1012)
BglII (296)
BglII (1967)
XhoI (973)
XhoI (1018)
EcoRI (284)
EcoRI (676)
EcoRI (985)
PstI (625)
PstI (634)
PstI (994)
PstI (2184)
 
pRV-IRES
6429 bp
5` PCMV LTR
Psi+
3` PCMV LTR
pUC ori
eGFP
IRES
ampR
BamH I (2720)
Bgl II (1411)
Nco I (1968)
Xho I (1417)
EcoR I (1450)
EcoR I (2702)
Sal I (1423)
Sal I (2726)
Xba I (220)
Xba I (3011)
Hind III (1438)
Hind III (1606)
Hind III (2740)
Kpn I (407)
Kpn I (1827)
Kpn I (3198)
Eco RV (141)
Eco RV (1446)
Eco RV (2932)
Eco RV (6317) Pst I (923)
Pst I (931)
Pst I (1107)
Pst I (2712)
Pst I (2736)
 
pRV-IRES-miR183
7100 bp
5` PCMV LTR
Psi+
3` PCMV LTR
pUC ori
eGFP
IRES
miR183
ampR
BamHI
NcoI
XhoI
XbaI (220)
XbaI (3682)
EcoRI (1708)
EcoRI (2121)
EcoRI (3373)
HindIII (2109)
HindIII (2277)
HindIII (3411)
 
pcDNA3.1(-)
5427 bp
BGHpA
neoR
pUCori
ampR
f1ori
SV40polyA
CMVpromotor
SV40promotor
BamH I (978)
EcoR I (955)
Hind III (996)
Nhe I (896)
Not I (928)
Xba I (916)
Xho I (922)
Pst I (954)
Pst I (2317)Sal I (3241)
Sal I (5426)
Nco I (611)
Nco I (1961)
Nco I (2696)
Expand High Fidelity PCR System La Roche, Schweiz 
Go Taq Polymerase Promega Mannheim 
humans rIL2 eBioscience, USA 
M-MLV Reverse Transcriptase Promega Mannheim, 
Not I Fermentas, St. Leon-Rot,  
T4 DNA-Ligase Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin-EDTA PAA, Österreich 
Xho I Fermentas, St. Leon-Rot 
2.6 Plasmide 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
-GFP 
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pRapidFlirt-CD83targetvectorII
15449 bp
AmpR
HSTK
neoR
loxP
loxP
FRT
FRT
CD83-exon3
CD83-LA
CD83-SA
BGHpolyA
AscI (372)
FseI (6062)
NruI (11716)
XhoI (11059)
EcoRI (5750)
EcoRI (11236)
SalI (5065)
SalI (6009)
NotI (364)
NotI (3011)
BamHI (2153)
BamHI (3018)
BamHI (6065)
XbaI (3101)
XbaI (4716)
XbaI (5021)
XbaI (7833)
NcoI (1486)
NcoI (4479)
NcoI (8207)
NcoI (12843)
EcoRV (349)
EcoRV (3006)
EcoRV (10626)
EcoRV (11655)
EcoRV (11759)
HindIII (1367)
HindIII (2915)
HindIII (3809)
HindIII (6049)
HindIII (9522)
 
 
 
 
 
 
 
 
Das Plasmid pLightSwitch_3UTR183 stammt von der Firma Switch Gear Genomics (Belgien) 
und das Plasmid pmiR-Luc-miR146a von der Firma Signosis (Heidelberg).  
2.7 Kommerzielle Kits 
Cytofix/Cytoperm Kit BD Bioscience, USA 
Firefly Luciferase Beetle Juice Kit PJK, Kleinblitterdorf 
Expand High Fidelity PCR System La Roche, Schweiz 
FoxP3 Staining Buffer Kit eBioscience, USA 
Gelex II Gelextraktionskit Qiagen, Hilden 
miScript Reversetranscriptions Kit Qiagen, Hilden 
miScript SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden 
NucleoBond PC 500 Machery-Nagel, Düren 
NucleoSpin Plasmid Machery-Nagel, Düren 
PCR-Purification Kit Qiagen, Hilden 
Power Maxima SYBR Green qPCR Master Mix Fermentas, St.Leon-Rot 
Renilla-Juice Kit PJK, Kleinblitterdorf 
RNeasy MinElute Clean up Kit Qiagen, Hilden 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Hilden 
TAKARA Ladderman Labeling Kit TAKARA, Japan 
TOPO TA Cloning Kit Qiagen, Hilden 
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2.8 Antikörper 
Antigen Herkunftsorganismus Klon Hersteller 
αAkt Kaninchen  C67E7 Cell Signaling  
αAkt-P-Ser-473 Kaninchen  T308 Cell Signaling 
αAkt-P-Thr-308 Kaninchen  S473 Cell Signaling 
αCD3 Hamster  145-2C11 BD 
αCD4 Ratte  RM4-5 
GK1.5 
H129.19 
BD 
αCD8 Ratte  53-6.7 BD 
αCD11c Hamster  M1/70 BD 
αCD19 Ratte  1D3 BD 
αCD25 Ratte  PC61 
7D4 
BD 
αCD28 Hamster  37.51 BD 
αCD69 Hamster H1.2F3 BD 
αCD83 Ratte  3D11 Aviva Systems Biology 
αCTLA4 Hamster  UC10-4F10-11 BD 
αFoxP3 Ratte  FJK-16s eBioscience 
αIL17A Ratte  TC11-18H10.1 BioLedgend 
αThy1.1 Ratte  HIS51 
OX-7 
BD 
αThy1.2 Ratte  53-2.1 BD 
Streptavidin   BD 
2.9 Fluorochrome 
Abkürzung  Fluorochrom Emission Exstinktion 
7AAD 7-Aminoactinomycin D 488 nm 695 nm 
APC Allophycocyanin 633 nm 660 nm 
BV450 Brilliant Violett 450 405 nm 450 nm 
CFSE Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester 488 nm 530 nm 
eFl670 eFluor670 633 nm 660 nm 
eGFP Enhanced Green Fluorescent Protein  488 nm 530 nm 
FITC Fluoresceinisothiocyanat  488 nm 530 nm 
PB Pacific Blue 405 nm 450 nm 
PE R-Phycoerythrin  488 nm 575 nm 
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PerCP Peridinin-Chlorophyll 488  695  
2.10 Geräte 
 Blutzuckermessgerät:   Akku Check Sensor, Roche 
 Durchflusszytometer/Zellsorter: FACS Aria II, BD 
 Durchflusszytometer:   FACS LSR II, BD, FACS Canto II, BD 
 Luminometer:    Orion II, Berthold 
 Magnetische Zellisolation:   AutoMACS Pro, Miltenyi Biotech 
 Mikrometer:    Ingenieurs Mikrometer, Mitutoyo 
 qPCR Cycler:    7500 Fast Real Time PCR System, ABI 
 Zählkammer nach Neubauer  Assistent 
 Zytokinbestimmung:   Luminex Athena Multi Lyte, Progen 
gebräuchliche Laborgeräte sind hier nicht aufgeführt 
2.11 Zelllinien 
 NIH-3T3 Zellen: murine Fibroblasten 
 GPE86- Zellen: NIH3T3 transfiziert mit Gag, Pol und Env von Mo-MuLV 
 GPE86-GFP: GPE86-Zellen transfiziert mit pRV-IRES-GFP 
 GPE86-miR183: GPE86-Zellen transfiziert mit pRV-IRES-miR183 
 MEF-Zelle: murine embryonale Fibroblasten 
 ES-Zellen: murine embryonale Stammzellen mit Balb/c Hintergrund, Thomas Wun-
derlich (Köln) 
2.12 Bakterien 
 One Shot Top10 chemisch kompetente E.coli, Invitrogen 
2.13 Mäuse 
Die verwendeten Mäuse wurden in der Tierexperimentellen Einheit des UK Essen unter spe-
zifisch pathogen freien (SPF)-Bedingungen in IVC2-Käfigen (IVC = individuell ventilierte Käfi-
ge) gehalten und waren zu Versuchsbeginn mindestens 6 Wochen alt. Alle drei Monate wur-
den Sentinel-Mäuse einer histologischen, serologischen und parasitologischen Gesundheits-
überprüfung zum Ausschluss mikrobieller Kontaminationen durch ein externes Labor unter-
zogen. Die Durchführung der Tierexperimente erfolgte gemäß der „Federation of European 
Laboratory Animal Science Association“. 
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Verwendete Mausstämme: 
 Balb/c:  
Harlan Winkelmann GmbH, Borchen 
 TCR-HA:  
mit Balb/c Hintergrund, ca. 30% der T-Zellen exprimieren einen T-Zellrezeptor spe-
zifisch für das Modellantigen Hämagglutinin (HA) [136]. 
 INS-HA x Rag2KO:  
mit Balb/c Hintergrund, INS-HA x RAG2KO exprimieren das Modellantigen HA un-
ter dem Insulin-Promotor, so dass die Insulin-produzierenden Zellen HA auf ihrer 
Oberfläche tragen. Zusätzlich findet in dieser Maus durch den RAG2KO keine VDJ-
Rekombination statt und es entstehen keine funktionellen B- und T-Zellen.  
INS-HA: [137], RAG2KO: [138]. 
 CD4CD83:  
mit Balb/c Hintergrund, exprimieren CD83 unter Kontrolle des CD4 Promotors. 
Wiebke Hansen, UK-Essen 
 Thy1.1:  
mit Balb/c Hintergrund, exprimieren Allel 1 von Thy1 (CD90.1). Freundlicherweise 
von Jochen Hühn (Braunschweig) zur Verfügung gestellt. 
 CD83Flox:  
mit Balb/c Hintergrund, CD83 Exon 3 wird von LoxP-Erkennungssequenz flankiert. 
Innerhalb der LoxP-Erkennungssequenz liegt außerdem eine NeoR.  
 CMV-Cre: 
mit C57BL/6 Hintergrund, exprimieren die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des 
CMV Promotor. Freundlicherweise von Ralph Waldschütz (UK-Essen) zur Verfü-
gung gestellt. 
 
2.14 Software 
 BD FACS DIVA Software 6.0 und 7.0 
 FlowJo 7.2.5 
 Graph Pad Prism 5.02 
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3. Methoden 
3.1 Zellbiologische Methoden 
3.1.1 Einzelzellsuspensionen  
Um aus frisch entnommenen soliden Milzen Einzelzellsuspensionen zu gewinnen, wurden 
die Milzen mit FACS Puffer gespült. Anschließend wurden die gewonnenen Zellen mit einem 
100 µm-Sieb filtriert und 10 min. bei 300 g und 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde 
für 1 min mit 1 ml ACK Puffer inkubiert, um die Erythrozyten zu lysieren. Nach einem Wasch-
schritt mit FACS Puffer, wurde das Pellet in einer für die folgende Anwendung passendes 
Volumen aufgenommen.  
Für eine Einzelzellsuspension aus Lymphknoten und Thymus wurden diese Organe mit dem 
Stempel einer 2 ml Spritze durch ein 40 µm Sieb gerieben. Anschließend wurden die gewon-
nenen Zellen für 10 min bei 300 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet aus Lymphknotenzellen 
wurde danach direkt im gewünschten Volumen aufgenommen, das Pellet aus Thymuszellen 
wurde mit ACK Puffer behandelt (s.o.) und nach dem anschließenden Waschschritt im ge-
wünschten Volumen aufgenommen. 
3.1.2 Isolation von Lymphozyten und Dendritischen Zellen mittels MACS-Technologie 
Um CD4+ und CD8+ T-Zellen bzw. CD19+ B-Zellen und CD11c+ DCs aus Milz- und Lymphkno-
tensuspensionen anzureichern, wurden entsprechende Zellisolationskits für das AutoMACS 
(Miltenyi Biotech) gemäß den Herstellerprotokollen verwendet. Für die Anreicherung von 
CD4+CD25- T-Zellen wurde das CD4-Isolationskit verwendet, wobei dem Antikörper Cocktail 
von Miltenyi zusätzlich pro Ansatz 1 µl Biotin-gekoppelter αCD25 (BD-Bioscience) Antikörper 
zugesetzt wurde. Das Prinzip der Miltenyi-Kits besteht darin, bei der positiven Anreicherung 
(CD19 und CD11c), die Zielzellen mit einem spezifischen Antikörper zu markieren, der mit 
einem magnetischen Bead gekoppelt ist. Bei der negativen Anreicherung (CD4 und CD8) 
werden alle nicht gewünschten Zellen mit einem Bead gekoppelt. Mittels AutoMACS werden 
anschließend über eine magnetische Säule, die Bead-gekoppelten von den unberührten Zel-
len getrennt.  
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3.1.3 Bestimmung der Zellzahl 
Die Anzahl der Zellen in einer Suspension wurde mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer be-
stimmt. Dazu wurden 10 µl Zellsuspension mit Trypanblaulösung um einen definierten Fak-
tor verdünnt und auf die Zählkammer aufgetragen. Auf der Zählkammer befinden sich vier 
Quadrate, die jeweils noch einmal in 16 Kästchen unterteilt sind. Es wurden die Zellen in 
allen vier Quadraten gezählt und davon der Mittelwert gebildet. Dieser wurde erst mit dem 
Verdünnungsfaktor und dann mit 1 x 104 multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu berechnen. 
3.1.4 Durchflusszytometrie 
Die durchflusszytometrischen Analysen wurden mit einem FACS LSR II oder FACS Canto II 
durchgeführt und mittels DIVA-Software oder Flow-Jo-Software ausgewertet.  
Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass Zellen einzeln in einer laminaren 
Strömung an mehreren Lasern vorbei geleitet werden und so Parameter wie Zellgröße und 
Granularität gemessen werden. Vor allem wird aber die Emission von Fluorochromen, die an 
Antikörper gebunden sind, die wiederum Moleküle auf der Zelloberfläche spezifisch binden 
können, gemessen.  
3.1.5 Färbungen für Durchflusszytometrie 
Für eine Oberflächenfärbung von Zellen die im Durchflusszytometer analysiert werden soll-
ten wurden zwischen 2 x 105 und 1 x 106 Zellen in 100 µl FACS Puffer gewaschen und an-
schließend mit einem Antikörper oder einem Mix aus mehreren spezifischen Antikörpern 
verdünnt in FACS Puffer 10 min bei 4°C gefärbt. Nach einem weiteren Waschschritt, wurden 
die Zellen in 100 bis 200 µl FACS Puffer aufgenommen und gemessen. Um tote Zellen anzu-
färben wurde unmittelbar vor der Messung 7AAD 1:40 mit der fertigen Probe verdünnt und 
5 min inkubiert.  
Auch um Zellen mittels Durchflusszytometrie zu sortieren, wurde diese Färbung verwendet. 
Da hier aber deutlich höhere Zellzahlen vorlagen, wurde in einem Volumen von 1 bis 2 ml 
gefärbt. Bevor CD4+ T-Zellen sortiert wurden, wurden diese Zellen mittels MACS vorangerei-
chert. 
Um intrazelluläre Proteine wie FoxP3 und CTLA4 zu färben, wurden die Zellen nach der Ober-
flächenfärbung mit PBS gewaschen und mittels FoxP3 Staining Buffer Kit (eBioscience) nach 
Herstellerangaben fixiert, permeabilisiert und gefärbt.  
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Für die Färbung von Zytokinen wurden 5 x 105 Zellen für vier Stunden mit 1 µg/ml Ionomy-
cin, 10 ng/ml Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) und 5 µg/ml Brefeldin (alle Sigma Ald-
rich) bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Ionomycin fördert die Bildung von Zytokinen, wobei 
Brefeldin verhindert, dass diese Zytokine den Golgi-Apparat verlassen und PMA wirkt mito-
gen. Anschließend wurden die Zellen mit 2% Paraformaldehyd fixiert und mit 0,1% NP-40 
gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen mit spezifischen Antikörpern gegen das Zielzyto-
kin für 30 min bei 4°C inkubiert, gewaschen und in FACS-Puffer aufgenommen.  
Um das Signalmolekül Akt nachzuweisen wurden 3 x 105 sortierte CD4+GFP+ T-Zellen für 
1 Stunde mit 1 µg/ml αCD3 stimuliert und mit dem Cytofix/Cytoperm Kit von BD 30 min fi-
xiert. Die fixierten Zellen wurden eine Stunde mit spezifischen Antikörpern gegen Akt und an 
Ser-473 und Thr-308 phosphoryliertem Akt inkubiert, dann gewaschen und in FACS-Puffer 
aufgenommen. 
3.1.6 Isolation von Zellpopulationen mittels Durchflusszytometrie 
Für bestimmte Anwendungen wie Proliferations- und Inhibitionsassay war es erforderlich, 
Zellpopulationen besonderes sauber zu isolieren. Dies wurde, nach FACS-Färbung (3.1.5), mit 
dem Durchflusszytometer FACS Aria II (BD Bioscience), das anderes als die Durchflusszyto-
meter FACS LSR II und FACS Canto II (beide BD Bioscience) Zellpopulationen nicht nur an-
zeigt, sondern auch real sortieren kann, durchgeführt. Auch für die Isolation von GFP+ Zellen 
nach retroviraler Transduktion wurde diese Methode verwendet. 
3.1.7 Proliferationsanalyse von T-Zellen 
Um zu untersuchen, wie schnell T-Zellen (Thy1.2+) proliferierten, wurde 1 x 105 FACS-
sortierte T-Zellen in 200 µl IMDM complete in einer 96-Well-Flachbodenplatte (pro Ansatz) 
mit einem Proliferationsfarbstoff angefärbt. Die CD4CD83 transgenen T-Zellen wurden mit 
CFSE (Invitrogen) und die miR183-überexprimierenden T-Zellen mit Cell Proliferation Dye 
eFluor® 670 (eBioscience) nach Herstellerangeben gefärbt. Diese T-Zellen wurden in Co-
Kultur mit 4 x 105 bestrahlten CD4-depletierten Milzzellen aus einer Thy1.1-Maus für drei 
Tage mit 1 µg/ml αCD3 aktiviert. Die Verdünnung des Proliferationsfarbstoffes durch Zelltei-
lungen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dabei wurden tote Zellen mit Hilfe 
von 7AAD angefärbt und von der Analyse ausgeschlossen. Unter den 7AAD- Zellen wurden 
die Thy1.2+ Zellen ausgewählt und die Fluoreszenz des Proliferationsfarbstoffes wurde in 
dieser Population gemessen.  
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3.1.8 Inhibitionsanalyse von T-Zellen 
Die inhibitorischen Eigenschaften von T-Zellen wurden untersucht, indem 1 x 105 FACS-
sortierte Responder CD4+CD25- T-Zellen aus einer Thy1.1-Maus mit einem Proliferationsfarb-
stoff angefärbt wurden. Die CD4CD83 transgenen T-Zellen (Thy1.2+) wurden mit CFSE (Invit-
rogen) und die miR183-überexprimierenden T-Zellen (Thy1.2+) mit Cell Proliferation Dye e-
Fluor® 670 (eBioscience) nach Herstellerangeben gefärbt. Von den zu testenden FACS-
sortierten T-Zellen wurden 1 x 105 Zellen und zusätzlich 3 x 105 bestrahlten CD4-depletierten 
Milzzellen aus einer Thy1.2-Maus in Co-Kultur mit den Responder-Zellen (1 x 105) für drei 
Tage mit 1 µg/ml αCD3 aktiviert. Die Kultur fand in einer 96-Well-Flachbodenplatte in einem 
Volumen von 200 µl IMDM complete statt. Die Verdünnung des Proliferationsfarbstoffes 
durch Zellteilungen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dabei wurden tote Zellen 
mit Hilfe von 7AAD angefärbt und von der Analyse ausgeschlossen, unter den 7AAD- Zellen 
wurden die Thy1.1+ Zellen ausgewählt und die Fluoreszenz des Proliferationsfarbstoffes in 
dieser Population gemessen.  
3.1.9 Bestimmung von Zytokinkonzentrationen mittels Luminex-Technologie 
Die während des Proliferationsassay sezernierten Zytokine wurden mittels Luminex-
Technologie gemessen. Es wurden von jedem Ansatz des Proliferationsassay mit CD4CD83 
transgenen T-Zellen nach drei Tagen Inkubation 100 µl zellfreier Zellkulturüberstand abge-
nommen und davon 50 µl für die Analyse verwendet. Pro Ansatz wurden IFNγ, TNFα, IL10, 
IL17A, IL2, CCL3 sowie IL-12p70 und IL-23p19 gemessen. Um auszuschließen, dass die be-
strahlten CD4-depletierten Milzzellen Zytokine sezernieren, wurden auch Ansätze ohne T-
Zellen gemessen, hier konnten aber keine Zytokine nachgewiesen werden. Die Überstände 
der Proliferationsassay mit miR183-überexprimierenden T-Zellen wurden auf den Gehalt von 
IL1β, IL2, IL4, IL6, IL10, IL17A, IFNγ und TNFα untersucht.  
3.2 Molekularbiologische Methoden  
3.2.1 RNA Isolation 
Um zu untersuchen, welche Gene in einer Zelle abgelesen werden bzw. welche miRNAs in 
einer Zelle gebildet werden, wurde totalRNA mittels des RNeasy Mini Kits und des RNeasy 
Plus Mini Kits (beide Qiagen) gemäß dem Herstellerprotokoll isoliert. Die totalRNA, die mit-
tels RNeasy Mini Kit aufgereinigt wurde, wurde anschließend mit linearem Polyacrylamid 
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und 7,5 M Ammoniumazetat in absolutem Ethanol bei -80°C gefällt. Nach zweimaligem Wa-
schen mit 80% Ethanol wurde die RNA in 15 µl H2O aufgenommen.  
Mit Hilfe des RNeasy Plus Mini Kits und des RNeasy MinElute Clean up Kits wurde die total-
RNA in eine Fraktion > 200 bp, in der sich die mRNA befand, und eine Fraktion < 200 bp, in 
der sich die miRNA befand, aufgetrennt. Die Fraktion > 200 bp wurde wie oben beschrieben 
gefällt. 
3.2.2 cDNA Synthese 
Die isolierte RNA wurde entweder direkt (Fraktion < 200 bp) oder nach einer Ethanolfällung 
in cDNA umgeschrieben. Dies erfolgte nach Herstellerangaben mittels des miScript Reverse-
transcriptions Kit (Qiagen) im Falle der Fraktion < 200 bp und in den übrigen Fällen mittels 
M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H Minus Point Mutant (Promega). Die RNA-
Konzentration der Fraktion  > 200 bp wurde vor der cDNA Synthese mit Hilfe des Nanodrop 
Photometers bestimmt und es wurden gleiche Mengen in cDNA umgeschrieben. 
3.2.3 Semiquantitative PCR 
Der Gehalt des Ribosomalen Proteins S9 (RPS9), das in der quantitativen PCR als House-
Keeping Gen benutzt wurde, wurde zuvor mittels semiquantitativer Polymerase Kettenreak-
tion (PCR) mit cDNA als Template überprüft. Pro Reaktion wurden 0,5 U Gotaq Polymerase 
benutzt, die in einem Master Mix verdünnt wurde, der 10 mM MgCl2, 10 µM dNTPs und 
25 nM 5‘ und 3‘ Primer enthielt.  
 
 
 
 
 
 
 
Für die Genotypisierung der CD83flox Mäuse wurden die Anwesenheit der Neomycin Resis-
tenz Kassette (NeoR), der Cre-Rekombinase und von CD83 Exon3/NeoR (CD83KO) in genomi-
scher DNA nachgewiesen. Das Enzym und der Mix waren identisch mit dem zum Nachweis 
von RPS9.  
 
RPS9:  
10 min 94°C 
45 sec 94°C 
58 sec 58°C 
  1 min 72°C 
10 min 72°C 
30 x 
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CD83KO und Cre:   NeoR:  
10 min 95°C  5 min 94°C 
30 sec 95°C  1 min 94°C 
1 min 30 sec 58°C CD83KO / 60°C Cre  1 min 57°C 
1 min 30 sec 72°C  2 min 72°C 
15 sec 95°C  3 min 72°C 
45 sec 58°C CD83KO / 60°C Cre    
1 min 30 sec 72°C    
 
Anschließend wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel (1% in TBE) aufgetragen, durch 
Anlegen einer Spannung der Größe nach aufgetrennt und anhand eines Größenstandards 
analysiert.  
3.2.4 Quantitative PCR 
Die quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR) wurde verwendet, um die relative Men-
ge von mRNAs oder miRNAs in verschiedenen Proben zu vergleichen. Um sicherzustellen, 
dass die Konzentration der Template-cDNA in verschiedenen Proben insgesamt gleich war, 
wurde vorher die Konzentration des House-Keeping Gens RPS9 mittels semiquantitativer PCR 
grob bestimmt und die Proben für die qPCR entsprechend vorverdünnt.  
Die Detektion von miRNAs wurde mittels miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen) und miScript 
Primer Assay (Qiagen) gemäß den Herstellerprotokollen durchgeführt. Für die Bestimmung 
von mRNAs wurde das Power Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas) und spezi-
fische Primer verwendet.  
Um die relative Expression einer spezifischen mRNA bzw. miRNA zu bestimmen, wurde eine 
Standardgerade verwendet. Um diese zu erzeugen, wurde ein definiertes Volumen jeder 
Probe zu einem Standard-Pool zusammen gemischt, von dem verschiedene Mengen (3 µl; 
1 µl; 0,1 µl und 0,01 µl) gemessen wurden. Die Menge der zu bestimmenden RNA konnte so 
relativ zur durchschnittlichen Menge aller Proben bestimmt werden. Um auszuschließen, 
dass Pipettierungenauigkeiten diese relative Expression durch schwankende Templatekon-
zentrationen beeinflussten, wurde die relative Expression der zu bestimmenden RNA an der 
Expression eines House Keeping Gens (RPS9 im Falle von mRNA und RNU6B im Falle von 
miRNAs) normalisiert. 
35 x 
27 x 
10 x 
M e t h o d e n  | 41 
 
3.2.5 miRNA Microarray 
CD4+CD25+ T-Zellen und CD4+CD25- T-Zellen aus der Milz von Balb/c Mäusen wurden FACS-
sortiert und entweder direkt mit RLT-Plus-Puffer (RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen) lysiert oder 
nach zweitägiger in vitro Aktivierung mit 0,75 µg/ml immobilisiertem αCD3 und 1 µg/ml lös-
lichem αCD28 lysiert. Aus TCR-HA und TCR-HA x Ig-HA doppelttransgenen Mäusen wurden 
CD4+CD25-6.5+ T-Zellen sortiert und ebenfalls lysiert. Nach Isolation von totalRNA mittels des 
RNeasy Plus Mini Kits wurde von der Firma Febit Biomed (Heidelberg) ein miRNA Microarray 
durchgeführt, die Daten bioinformatisch bearbeitet und die fertige Analyse mit der Genomic 
Service Nummer: FEAS-129 zurück geschickt. Es wurde ein Genomic® Biochip MPEA mus 
musculus Chip verwendet.  
3.3 Retrovirale Überexpression von miR183 
3.3.1 Klonierung der miR183-Vorläufersequenz in pRV-IRES-GFP 
Zunächst wurde ein 671 bp großer DNA-Bereich aus der chromosomalen Sequenz 
NC_000072.6 amplifiziert. Der verwendetete 5‘miR183-Bgl II Primer erkannte eine Sequenz 
288 bp upstream von der Mature-miR183-Sequenz und der 3’miR-Xho I Primer eine Sequenz 
361 bp downstream davon. Das miR183-Insert wurde mit genomischer Balb/c DNA als Temp-
late, 5 µl 10 x Puffer, 25 nM 5‘ und 3‘ Primer, 4 µl 10 µM dNTPs und 3,5 U/µl Expand High 
Fidelity Polymerase (Roche) in einem Gesamtvolumen von 50 µl amplifiziert.  
 
 
 
 
 
 
 
Das entstandene PCR-Produkt wurde spezifisch mittels Gelex II Gelexraktionskit (Qiagen) 
aufgereinigt und mit dem TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) in pCR2.1 nach Herstellerangaben 
Amplifikation miR183-Vorläufer  
3 min 94°C 
10 sec 94°C 
45 sec 60°C 
7 min 68°C 
15 sec 94°C 
45 sec 60°C 
8 min 30 sec 68°C 
30 min 68°C 
12 x 
23 x 
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hinein kloniert. Von fünf Klonen wurden 5 ml Flüssigkulturen angelegt und die Plasmid-DNA 
mittels NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagerl) präpariert. Diese wurde mit EcoR I (Fermen-
tas) verdaut und auf die Anwesenheit der ca. 700 bp großen miR-183 Sequenz überprüft. Der 
entstandene Vektor pCR2.1-miR183 wurde sequenziert (GATC Biotech) und genau wie der 
Zielvektor pRV-IRES-GFP mit den Restriktionsenzymen Bgl II und Xho I (Fermentas) einzeln 
geschnitten und nach jedem Schritt mit dem PCR-Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt. Mit-
tels T4 DNA-Ligase (Invitrogen) wurden die miR183 Sequenz und der aufgeschnittene und 
dephosphorylierte (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, Invitrogen) Vektor pRV-IRES-GFP 
über Nacht bei 16°C verbunden. Mit 4 µl dieses Ligationsmixes wurde 1 Röhrchen chemisch 
kompetenter E.coli (Invitrogen) nach Herstellerangaben transformiert und auf eine LB-Platte 
mit 50 mg/ml Ampicillin ausplattiert. Am nächsten Tag wurden fünf Klone gepickt und es 
wurden 5 ml-Flüssigkulturen angelegt. Um zu überprüfen, ob die miR183-Sequenz und pRV-
IRES-GFP richtig ligiert wurden, wurde die Plasmid-DNA isoliert (NucleoSpin Plasmid, Mache-
rey-Nagerl) und mit EcoR I verdaut. Positive Klone zeigten hier drei Banden auf einem 1% 
Agarosegel bei 3913 bp; 392 bp und 309 bp. Um genug DNA für Folgeanwendungen zu erhal-
ten, wurde aus einer 400 ml Kultur Plasmid-DNA isoliert (NucleoBond PC 500, Macherey-
Nagel).  
3.3.2 Generierung Retroviraler Partikel 
Um in CD4+CD25- T-Zellen eine miR183-Überexpression zu erzielen, wurden mit Hilfe von 
pRV-IRES-GFP-miR183 retrovirale Partikel generiert. Dazu wurden NIH-3T3 murine embryo-
nale Fibroblastenzellen, die mit der Gag- und Pol-Region sowie der Env-Region des Moloney 
murine leukemia Viruses transfiziert worden waren (GPR86-Zellen), benutzt. Diese Zellen 
wurden mit 5 µg pRV-IRES-GFP-miR183; 0,5 µg pcDNA3.1(-) und 4,5 µg hochmolekularer 
genomischer DNA aus NIH3T3-Zellen mittels Calcium-Phosphat-Transfektion transfiziert und 
für 14 Tage unter G418-Selektionsdruck kultiviert. Diese GPE86-miR183 Zellen bilden, verpa-
cken und sezernieren virale Partikel, die T-Zellen über Mo-MuLV Env infizieren können, um 
miR183 stabil zu überexprimieren. Der Zellkulturüberstand von 10 175 cm2 Zellkulturfla-
schen mit einem Volumen von 20 ml IMDM complete pro Flasche wurde für vier Stunden bei 
10.000 g und 4°C zentrifugiert, der Großteil des Überstandes verworfen und so auf ca. 10 ml 
konzentriert und in 1 ml-Aliquots bei -80°C gelagert.  
Die zu transduzierenden CD4+CD25- T-Zellen wurden mittels MACS (3.1.2) aus Milz- und 
Lymphknotenzellsuspensionen angereichert und mit 0,75 µg/ml immobilisiertem αCD3 und 
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1 µg/ml löslichem αCD28 in einer Zelldichte von 2 x 106 pro Well einer 12-Wellplatte für zwei 
Tage aktiviert. Nach zwei Tagen wurden je zwei Wells dieser 12-Wellplatte in einem Well 
einer 6-Wellplatte vereinigt. Die Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von 2,5 ml 
IMDM complete mit 20 mM Hepes und 1 bis 2 ml konzentriertem Zellkulturüberstand aus 
entweder GPR86-miR183 oder -GFP Zellkulturen aufgenommen. Dazu kamen 8 µg/ml Polyb-
rene. Um die Transduktionseffizienz zu erhöhen, wurden die Zellen für zwei Stunden bei 
25°C und 500 g zentrifugiert. Anschließend wurde rIL2 mit einer Endkonzentration von 
50 U/ml hinzugegeben und die Zellen für weitere fünf Tage bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 
Für die Analyse des Akt-Signalwegs und das INA-HA x RAG2KO-Modell wurden die Zellen nur 
für weitere zwei Tage kultiviert. Dann wurden mit Hilfe des FACS Aria II CD4+GFP+ T-Zellen 
sortiert und für weitere Experimente verwendet.  
3.3.3 Luciferase-Assay 
Bevor die miR183-transduzierten T-Zellen auf ihren Phänotyp und ihre Funktion untersucht 
wurden, wurde überprüft, ob überhaupt eine biologisch funktionelle miRNA gebildet wurde. 
Zu diesem Zweck wurden 2 x 104 GPE86-miR183 und GFP86-GFP pro Well einer 96-Well-
Flachbodenplatte mit 1 µg pLightSwitch_3UTR183 (Switch Gear Genomics) und 1 µg pmiR-
Luc-146a (Signosis) mittels Turbofect Reagenz (Fermentas) nach Herstellerangaben trans-
fiziert. pLightSwitch_3UTR183 kodiert eine Renilla Luciferase-mRNA, in deren 3’UTR sich die 
Erkennungssequenz für miR183 befindet. pmiR-Luc-146a kodiert eine Firefly Luciferse mit 
der Erkennungssequenz von miR146a und wurde hier verwendet, um das Renilla-Signal am 
Firefly-Signal zu normalisieren, da die Menge miR146a in den GPE86-miR183 und -GFP nicht 
verändert wurde. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit 20 µl 5 x Reporter Lyse Puffer 
(Promega) für 40 min bei 4°C lysiert und die Luciferase Aktivität in Gegenwart des Renilla- 
und des Firefly-Luciferase Substrates mittels Orion II (Berthold) detektiert.  
3.4 Tierexperimente 
3.4.1 Kontakt Hypersensitivitäts Reaktion 
Der Rücken von CD4CD83 transgenen Mäusen desselben Geschlechts und Alters wurde ra-
siert und mit 100 µl 0,5% DNFB-Lösung direkt auf der Haut sensibilisiert. Nach fünf Tagen 
wurde die Dicke eines Ohres mit einem Ingenieur Mikrometer (Mitutoyo) bestimmt. Dassel-
be Ohr wurde anschließend von innen und außen mit je 12 µl 0,3 % DNFB-Lösung behandelt. 
M e t h o d e n  | 44 
 
Nach weiteren zwei Tagen wurde die Dicke des behandelten Ohres gemessen und an der 
Dicke desselben Ohres vor Behandlung normalisiert.  
3.4.2 Mausmodell zur Antigen-spezifischen Induktion von Diabetes  
Mäuse der Linie INS-HA x RAG2KO exprimieren das Modellantigen Hämagglutinin (HA) in den 
Insulin-produzierenden β-Zellen im Pankreas und haben durch ihren RAG2KO Hintergrund 
keine funktionellen B- und T-Zellen. Werden diesen Mäusen T-Zellen injiziert, die einen T-
Zellrezeptor spezifisch für HA haben, wandern diese Zellen in das Pankreas und die Mäuse 
werden diabetisch, was sich über den Blutglukose-Wert messen lässt. Diesen INS-
HA x RAG2KO Mäusen wurden 1 x 105 HA-spezifische T-Zellen intravenös gespritzt, die ent-
weder miR183-GFP oder nur GFP retroviral überexprimierten. Nach 10 bzw. 11 Tagen, sobald 
die Mehrzahl der Tiere einen Blutzuckerspiegel höher als 200 mg/dl aufwies, wurden sie eu-
thanasiert und analysiert.  
3.5 Generation einer CD83 Knock Out Maus 
In Zusammenarbeit mit Dr. Nadine Hövelmeyer und Prof. Ari Waisman in Mainz. 
3.5.1 Vorbereitung von MEF-Feeder Platten 
Für die Kultur von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) wurden zunächst Feeder-Platten 
generiert, auf denen ES-Zellen wachen können ohne zu differenzieren. Eine Feeder-Platte ist 
eine 10 cm Zellkulturplatte, auf der ca. 3,5 x 106 mitotisch inaktivierte murine embryonale 
Fibroblasten (MEFs) ausplattiert wurden, die nach 6 bis 12 Stunden bei 37°C und 10% CO2 für 
die Benutzung bereit war.  
Um diese mitotisch inaktivierten MEFs zu erhalten, wurden zunächst MEFs, die sich noch 
teilen können, aufgetaut und in MEF-Feeder-Medium bei 37°C und 10% CO2 auf einer 15 cm 
Platte kultiviert und expandiert. Konfluente Platten wurden mit MEF-Feeder-Medium mit 
10 µg/ml Mitomycin C für 2 h bei 37°C und 10% CO2 mitotisch inaktiviert. Anschließend wur-
den 3,5 x 106 Zellen pro Röhrchen in MEF-Einfriermedium zunächst in einem Isopropanol 
Einfrierbehälter 1 h bei -20°C, dann über Nacht bei -80°C und schließlich in flüssigem Stick-
stoff eingefroren.  
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3.5.2 Kultur von murinen embryonalen Stammzellen  
Ein Röhrchen muriner embryonales Stammzellen mit Balb/c Hintergrund aus dem Jahr 2003 
wurde für diese Arbeit von Dr. Thomas Wunderlich (Köln) zu Verfügung gestellt. Diese Zellen 
wurden zunächst auf eine 10 cm Feeder-Platte in ES-Zellmedium ausgesät und bei 37°C und 
10% CO2 kultiviert, wobei jeden Tag das Medium gewechselt wurde. Da die Dichte der ES-
Zellen nach zwei Tagen nur sehr gering war, wurden die Zellen trypsiniert und in ein Well 
einer 6-Well-Feeder-Platte ausgesät. Bei täglichem Mediumwechsel wurden die ES-Zellen 
auf 10 cm Platten expandiert. 4 x 106 ES-Zellen wurden in ES-Zell-Einfriermedium zunächst in 
einem Isopropanol Einfrierbehälter 1 h bei -20°C, dann über Nacht bei -80°C und schließlich 
in flüssigem Stickstoff eingefroren.  
3.5.3 Elektroporation von ES-Zellen mit pRapidFlirt-CD83targetvectorII 
Der Targeting Vektor pRapidFlirt-CD83targetvectorII wurde zunächst mit Asc I linearisiert, 
mit einer Ethanolfällung aufgereinigt, in H2O aufgenommen und auf eine Konzentration von 
1 µg/ml eingestellt. 1 x 107 trypsinierte ES-Zellen in 800 µl ES-Zellmedium wurden mit 20 µg 
bzw. mit 30 µg linearisiertem Vektor 10 min auf Eis inkubiert und dann mit einer Kapazität 
von 500 µF und einer Spannung von 240 V bei einer Zeitkonstante von 10,2 s (20 µg Vektor) 
und 10,3 s (30 µg Vektor) elektroporiert. Anschließend wurden die Zellen wieder 10 min auf 
Eis inkubiert und schließlich je Ansatz mit einer Dichte von 2 x 106 ES-Zellen pro Ansatz in ES-
Zellmedium auf fünf 10 cm Platten ausgesät. Am nächsten Tag wurde das Medium gewech-
selt. Ab Tag 2 nach Elektroporation wurde Selektionsmedium mit 200 µg/ml Geneticin für 
den täglichen Mediumwechsel verwendet. Nach acht Tagen unter Selektionsdruck entstan-
den gut sichtbare Einzelkolonien. Auf eine Selektion über die Thymidinkinase mit Ganciclovir 
wurde hier verzichtet. Ca. 600 Klone wurden, ein Klon pro Well, in 96-Well-Feeder-
Flachbodenplatten überführt und expandiert. Von positiven Klonen wurden 4 x 106 ES-Zellen 
eingefroren. 
3.5.4 Southern Blot Screening  
Die gepickten Klone wurden daraufhin untersucht, ob das Targeting Konstrukt in voller Länge 
und an der richtigen Stelle im Genom der ES-Zellen integriert hatte. Dazu wurden alle Klone 
mit ES-Zelllysepuffer bei 56°C über Nacht verdaut und die genomische DNA mit Ethanol ge-
fällt. Diese wurde anschließend mit EcoR V verdaut und auf 0,8% Agarose aufgetragen. Mit-
tels Southern Blot wurde die aufgetrennte DNA auf dem Agarosegel auf eine Nitrozellulose 
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Membran überführt und bei 80°C für 2h verbunden. 20 ng der durch PCR amplifizierten Son-
de-EcoR V wurden mittels TAKARA Ladderman Labeling Kit nach Herstellerangaben mit 32P-
dCTP radioaktiv markiert und über Nacht bei 70°C rollend mit der Nitrozellulose inkubiert. 
Nach einem Waschschritt wurde ein Kodak MS Biomax Film mit den Signalen der Nitrozellu-
lose über Nacht bei -80°C belichtet und anschließend entwickelt. Die Sonde-EcoR V wurde 
bei 70°C inkubiert und band im wt Allel an eine 11,8 kb Bande und im transgenen Allel an 
eine 6,2kb Bande. Da das Transgen nur heterozygot vorlag, wurde immer eine wt-Bande mit 
detektiert.  
Um positive Klone zu bestätigen, wurde ein weiterer Southern Blot durchgefüht, bei dem die 
genomische DNA mit BamH I geschnitten wurde. Die Sonde-BamH I wurde bei 65°C inkubiert 
und band eine 10,5 kb wt-Bande und eine 7,5 kb transgene Bande. 
3.5.5 Blastozysten Injektion und weiterführende Zucht 
Ein als positiv identifizierter Klon wurde von Ronald Naumann, MPI Dresden, in Blastozysten 
von pseudoschwangeren C57BL/6 Mäuse injiziert. Drei daraus resultierende chimäre Männ-
chen wurden an das Zentrale Tierlabor der Universität Duisburg-Essen geschickt und hier mit 
Balb/c Weibchen weiter verpaart um homozygote Tiere zu erhalten (CD83-NeoRfl/fl). Diese 
wurden mit einer Rosa-FLP Maus auf Balb/c Hintergrund verpaart, um die NeoR herauszu-
schneiden und eine CD83fl/0 Maus zu erhalten, die im homozygoten Zustand (CD83fl/fl) mit 
einer Cre-exprimierenden Maus verpaart werden kann.  
Um vorab zu testen, ob der Knock Out funktioniert, wurde eine CD83-NeoRfl/fl Maus allogen 
mit einer CMV-Cre Maus mit C57BL/6 Hintergrund verpaart um einen homozygoter Knock 
Out zu erhalten.  
3.6 Statistik 
Statistische Analysen wurden mit den, im Ergebnisteil angegebenen Tests durchgeführt. Die 
Analyse erfolgte mit der Graph Pad Prism 5.0 Software (Graph Pad Software, La Jolla) 
***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05. 
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4. Ergebnisse 
4.1 Einfluss der Überexpression von CD83 auf CD4+ T-Zellen 
4.1.1 Analyse der CD83 mRNA- und Proteinexpression in CD4CD83 transgenen Mäusen 
Um zu untersuchen welchen Einfluss die CD83 Überexpression in naiven CD4+ T-Zellen auf 
deren Funktion und das Immunsystem einer Maus hat, wurde im Vorfeld dieser Arbeit eine 
CD4CD83 transgene Maus generiert, in der die CD83-Expression durch den CD4-Promotor 
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Abbildung 6: Schemartische Darstellung des eingefügten Transgens in der CD4CD83 transgenen Maus (A) und 
Vergleich des CD83 mRNA Gehaltes in verschiedenen Immunzellen von CD4CD83 transgenen und Balb/c 
Mäusen. CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie CD11c+ DCs und CD19+ B-Zellen wurden per MACS-Anreicherung aus 
der Milz isoliert, mRNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Menge CD83 mRNA wurde mittels 
quantitativer RT-PCR bestimmt. B und C zeigen das Verhältnis der CD83 mRNA Expression von CD4CD83 
heterozygoten zu nicht-transgenen Zellen. D und E das von CD4CD83 homozygoten zu nicht-transgenene 
Zellen. B und D zeigen, um welchen Faktor sich die CD83 Expression in den CD4CD83 transgenen Zellen von 
der, der jeweiligen nicht-transgenen Zellen unterscheidet (Fold Change). C und E zeigen die relative Expres-
sion. Alle Werte wurden an der RPS9 Expression normalisiert. Signifikanzen wurden mittels Student’s T-Test 
bestimmt. Für dieses Experiment wurden pro Gruppe ein bis drei Mäuse verwendetet. Das Experiment wur-
de min. zweimal durchgeführt, gezeigt sind repräsentativ Ergebnisse einer Messung.  
A 
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Abbildung 7: Anteil CD83+ T-Zellen im Thymus von CD4CD83 transgenen und Balb/c Mäusen. Aus 
CD4CD83 transgenen und aus nicht-transgenen Mäusen wurde der Thymus präpariert und der An-
teil CD4+CD83+ Zellen A bzw. der Anteil CD83+ Zellen an den B CD4+CD25-, C CD4+CD25+ sowie den D 
CD4+FoxP3- und E CD4+FoxP3+ T-Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Jeder Punkt reprä-
sentiert ein Tier, Daten von drei Experimenten wurden hier zusammengefasst. hom: homozygot; 
het: heterozygot. Signifikanzen wurden mittels Student’s T-Test bestimmt. 
kontrolliert wird (Abbildung 6 A).  
Zunächst wurde die CD4CD83 transgene Maus im Hinblick auf die erfolgreiche Überexpressi-
on von CD83 auf mRNA und Proteinebene im Vergleich zu nicht transgenen Tiere untersucht. 
Abbildung 6 zeigt die mRNA Expression von CD83 in CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie in CD11c+ 
DCs und CD19+ B-Zellen, isoliert entweder aus heterozygoten oder homozygoten CD4CD83 
transgenen Mäusen und deren nicht-transgenen Geschwistertieren. Innerhalb der CD4+ T-
Zellen sah man in heterozygoten Tieren und in homozygoten Tieren eine ca. 20fache Hoch-
regulation von CD83 in den Zellen, die aus CD4CD83 transgenen Mäusen isoliert wurden, 
verglichen mit CD4+ T-Zellen aus nicht-transgenen Mäusen. Auch in den CD8+ T-Zellen sah 
man eine erhöhte Expression (heterozygot ca. 80fach und homozygot ca. 800fach) von CD83 
mRNA in den CD4CD83 transgenen Zellen verglichen mit CD8+ T-Zellen aus nicht-transgenen 
Tieren. In CD11c+ DCs und CD19+ B-Zellen wurde keine erhöhte CD83 mRNA Expression ge-
messen (Abbildung 6 B und D). Obwohl in CD8+ T-Zellen eine deutlich stärkere Erhöhung der 
CD83 mRNA Expression gemessen wurde als in CD4+ T-Zellen aus CD4CD83 transgenen Mäu-
sen, war die relative CD83 Expression im direkten Vergleich von CD4+ T-Zellen zu CD8+ T-
Zellen in CD4+ T-Zellen höher (Abbildung 6 C und E). 
Nachfolgend wurde die Proteinexpression von CD83 mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 
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Abbildung 8: Anteil CD83+ T-Zellen in der 
Milz von CD4CD83 transgenen und 
Balb/c Mäusen. Aus CD4CD83 transge-
nen und aus Balb/c Mäusen wurde die 
Milz präpariert und der Anteil CD83+
Zellen an A CD4+ und B CD8+ T-Zellen, 
durchflusszytometrisch bestimmt. Die 
Expressionsstärke (MFI) von CD83 in der 
Population C der CD19+ B-Zellen und D 
CD11c+ DCs wurde ebenfalls durch-
flusszytometrisch bestimmt. Jeder Punkt 
repräsentiert ein Tier. Daten von drei 
Experimenten wurden hier zusammen-
gefasst. hom: homozygot; het: heterozy-
got. Signifikanzen wurden mittels Stu-
dent’s T-Test bestimmt. 
Dazu wurden aus CD4CD83 transgenen und nicht-transgenen Geschwistertieren Milz, 
mesenterische Lymphknoten (mLKs) und Thymus präpariert und der Anteil der CD83+ Zellen 
auf verschiedenen Immunzellen bestimmt. Abbildung 7 A zeigt, dass der Anteil CD4+CD83+ T-
Zellen im Thymus von CD4CD83 homozygoten Mäusen bei durchschnittlich 10% lag, wobei 
derselbe Anteil in heterozygoten Tieren etwas darunter lag, dieser Anteil bei nicht-
transgenen Tieren hingegen gegen Null ging. Auch in den Populationen der CD4+CD25- 
(Abbildung 7 B), der CD4+CD25+ (Abbildung 7 C), der CD4+FoxP3- (Abbildung 7 D) und der 
CD4+FoxP3+ T-Zellen (Abbildung 7 E) lag der Anteil CD83+ Zellen in homozygot und heterozy-
got transgenen Tieren signifikant über dem Anteil der CD83+ Zellen in denselben Populatio-
nen von nicht-transgenen Geschwistertieren.  
Auch in der Milz konnte ein erhöhter Anteil CD83-exprimierender CD4+ T-Zellen detektiert 
werden. Der Gesamtanteil dieser Zellen lag in den homozygot transgenen Tieren unter 2%, 
war damit aber signifikant höher als in nicht-transgenen Tieren, wie Abbildung 8 A zeigt. Ähn-
liches galt für den Anteil CD83+ Zellen in der CD8 Population. Auch hier konnten signifikant 
mehr CD83+ Zellen an den CD8+ T-Zellen in homozygot transgenen Mäusen gemessen wer-
den, als in nicht-transgenen Kontrollen (Abbildung 8 B). Allerdings war hier sowohl der Anteil 
CD83+ T-Zellen in der CD4+ als auch der CD8+ T-Zellpopulation zwischen heterozygot trans-
gen und nicht-transgen nicht unterschiedlich. Betrachtet man den Anteil CD83+ Zellen in 
CD19+ B-Zellen und CD11c+ DCs in der Milz transgener und nicht transgener Tiere, wurden 
keine statistisch signifikanten Unterschiede gemessen. Auch die Expressionsstärke (MFI) von 
CD83 war hier nicht unterschiedlich (Abbildung 8 C und D).  
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Abbildung 9: CD83 Expression in CD4+ und CD8+ T-Zellen, sowie CD19+ B-Zellen aus der Milz von 
CD4CD83 transgenen und nicht-transgenen Mäusen nach in vitro Stimulation über einen Zeitraum 
von 3 Tagen. Gesamtmilzzellen wurden mit 1 µg/ml αCD3, 1 µg/ml αCD28 und 1 µg/ml LPS stimu-
liert und die CD83 Expression an jedem Tag mittels Durchflusszytometrie bestimmt. A repräsentati-
ve Histogramme der CD83 Expression auf lebenden CD4+ T-Zellen, B – D Zusammenfassung von drei 
Messungen mit je zwei (het) bis drei (Balb/c und hom) Tieren pro Gruppe. hom: homozygot; het: 
heterozygot. Signifikanzen wurden mittels Student’s T-Test bestimmt. 
C D 
In den mLKs konnte kein Unterschied im Anteil CD83+ Zellen an CD4+ oder CD8+ T-Zellen und 
auch nicht an CD19+ B-Zellen oder CD11c+ DCs im Vergleich zu nicht-transgenen Tieren ge-
messen werden (Daten nicht gezeigt). 
Insgesamt konnte auf mRNA Ebene eine CD83 Überexpression in CD4+ und CD8+ T-Zellen in 
der Milz von CD4CD83 transgenen Mäusen nachgewiesen werden. Auf Protein Ebene sah 
man im Thymus einen stark erhöhten Anteil CD83+ Zellen in transgenen Tieren, weiter peri-
pher in Milz und mLKs aber, nahm dieser Anteil ab. Da CD83 generell in naiven T- und B-
Zellen nur gering exprimiert wird, wurde als nächstes untersucht, wie sich die CD83 Expres-
sion auf CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie auf CD19+ B-Zellen nach Aktivierung verändert. Wie in 
Abbildung 9 B gezeigt, stieg der Anteil CD83+ Zellen an den CD4+ T-Zellen schon einen Tag 
nach Aktivierung (1 µg/ml αCD3, 1 µg/ml αCD28 und 1 µg/ml LPS) in CD4CD83 transgenen aber 
auch in den nicht-transgenen CD4+ T-Zellen auf etwa 20% deutlich an. In den hetero- und 
homozygot CD4CD83 transgenen T-Zellen stieg die CD83 Expression an Tag 2 auf ca. 40% und 
an Tag 3 auf ca. 90% an, wohingegen kein weiterer Anstieg in der CD83 Expression in den 
nicht-transgenen CD4+ T-Zellen gemessen werden konnte (Abbildung 9 B). Ganz ähnlich ver-
hielt sich die CD83 Expression in CD8+ T-Zellen. Zunächst sah man keinen deutlichen Unter-
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Abbildung 10: Verteilung von A CD4+, B CD8+ und C CD4+CD8+ T-Zellen im Thymus von homozygot und 
heterozygot transgenen CD4CD83 Mäusen sowie Balb/c Mäusen. Der prozentuale Anteil der ver-
schiedenen T-Zellpopulationen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Jeder Punkt reprä-
sentiert ein Tier. Daten von drei Experimenten wurden hier zusammengefasst. hom: homozygot; 
het: heterozygot. Signifikanzen wurden mittels Student’s T-Test bestimmt. 
schied in der Menge CD8+CD83+Zellen (Tag  1), jedoch stieg der Anteil CD83+ Zellen an den 
CD8+ T-Zellen in den CD4CD83 transgenen T-Zellen bis auf knapp 80% an Tag 3, aber nur auf 
ca. 50% in den nicht-transgenen CD8+ T-Zellen (Abbildung 9 B). In B-Zellen hingegen konnten 
keine Unterschiede im Anteil CD19+CD83+ B-Zellen nach Stimulation mit LPS gemessen wer-
den (Abbildung 9 C). In Abbildung 9 A sieht man außerdem, dass es keine abgegrenzte Popula-
tion CD83+ Zellen gibt, sondern, dass vielmehr die gesamte Population CD83 hoch reguliert.  
Die CD4CD83 transgene Maus exprimierte schon in naiven T-Zellen signifikant mehr CD83 als 
nicht-transgene Geschwistertiere. Nach Zellaktivierung konnte außerdem ein noch deutli-
cherer Anstieg im Anteil der CD83+ T-Zellen unter den CD4+ T-Zellen detektiert werden.  
4.1.2 Verteilung von verschiedenen Immunzellen in unterschiedlichen lymphatischen 
Organen von CD4CD83 transgenen Mäusen 
Um herauszufinden, ob die Überexpression von CD83 in CD4+ T-Zellen einen Einfluss auf die 
Verteilung naiver und regulatorischer CD4+ T-Zellen sowie die Menge von CD8+ T-Zellen hat, 
wurden die prozentualen Anteile dieser Populationen, aber auch die von CD19+ B-Zellen und 
CD11c+ Dendritischer Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen und mit Werten aus 
nicht-transgenen Mäusen verglichen. Abbildung 10 zeigt, dass im Thymus von CD4CD83 ho-
mozygot transgenen Mäusen die prozentualen Anteile von CD4+ (Abbildung 10 A) und CD8+ T-
Zellen (Abbildung 10 B) signifikant vermindert waren, der Anteil CD4+CD8+ doppeltpositiver T-
Zellen hingegen signifikant erhöht war (Abbildung 10 C). Tendenziell wurden diese Unter-
schiede auch in den heterozygot transgenen Mäusen gemessen, diese waren allerdings sta-
tistisch nicht signifikant. T-Zellen reifen im Thymus und verlassen ihn als funktionelle naive T-
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Abbildung 11: Verteilung von CD4+
und CD8+ T-Zellen in der Milz (A + 
B) und den mLKs (C + D) von ho-
mozygot und heterozygot trans-
genen CD4CD83 Mäusen sowie 
Balb/c Mäusen. Der prozentuale 
Anteil der verschieden T-
Zellpopulationen wurde mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. 
Jeder Punkt repräsentiert ein 
Tier. Daten von drei Experimen-
ten wurden hier zusammenge-
fasst. hom: homozygot; het: hete-
rozygot. Signifikanzen wurden 
mittels Student’s T-Test be-
stimmt. 
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Abbildung 12: Verteilung von CD4+CD25+ A
und CD4+FoxP3+ Tregs B in der Milz 
(links) und den mLKs (rechts) von ho-
mozygot und heterozygot transgenen 
CD4CD83 Mäusen sowie Balb/c Mäusen. 
Der prozentuale Anteil der verschieden 
T-Zellpopulationen wurde mittels Durch-
flusszytometrie bestimmt. Jeder Punkt 
repräsentiert ein Tier. Daten von drei 
Experimenten wurden hier zusammen 
gefasst. hom: homozygoz; het: hetero-
zygot. Signifikanzen wurden mittels Stu-
dent’s T-Test bestimmt. 
Zellen. Diese zirkulieren im Blut oder halten sich in sekundärlymphatischen Organen wie der 
Milz oder den Lymphknoten auf. Da im Thymus von CD4CD83 transgenen Mäusen ein deut-
lich verminderter Anteil CD4+ und CD8+ T-Zellen gegenüber nicht-transgenen Mäusen ge-
messen wurde, wurde als nächstes untersucht, wie hoch der Anteil an T-Zellen in der Milz 
und den mLKs war.  
Weder in der Milz noch in den mLKs konnte ein signifikanter Unterschied im Anteil CD4+ T-
Zellen gemessen werden, wobei dieser Anteil in der Milz von CD4CD83 transgenen Mäusen 
tendenziell etwas geringer war als in nicht-transgenen Kontrollen. Der prozentuale Anteil an 
CD8+ T-Zellen hingegen war in der Milz von CD4CD83 transgenen Mäusen signifikant ver-
mindert, allerdings konnte in den mLKs dieser Unterschied nicht gemessen werden 
(Abbildung 11). 
Weder der Anteil an CD19+ B-Zellen, noch der Anteil an CD11c+ Dendritischen Zellen war in 
der Milz und in den mLKs von CD4CD83 transgenen Mäusen signifikant unterschiedlich im 
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Abbildung 13: Analyse der inhibitorischen Eigenschaft von CD4+CD25+ Tregs und CD4+CD25- T-Zellen 
in Co-Kultur mit CFSE markierten wildtyp Responder Zellen. A zeigt repräsentative Histogramme 
einer Messung mit homozygoten und Balb/c T-Zellen, B alle Werte von insgesamt min. vier Expe-
rimenten zusammengefasst, wobei links die Werte aus homozygot transgenen CD4CD83 Mäusen 
und rechts solche aus heterozygot transgenen Mäusen jeweils im Vergleich zu Balb/c Mäusen 
dargestellt sind. hom: homozygot; het: heterozygot. 
Vergleich zu denselben Organen in nicht-transgenen Mäusen (Daten nicht gezeigt). 
Auch die Population CD4+ regulatorischer T-Zellen, in der Maus durch die Expression von 
CD25 und des Transkriptionsfaktors FoxP3 charakterisiert, waren in der Milz und den mLKs 
von CD4CD83 transgenen und nicht-transgenen Mäusen annähernd gleich, im Schnitt bei ca. 
10% (Abbildung 12). 
4.1.3 Funktionelle Analyse der CD4+ T Zellen aus CD4CD83 transgenen Mäusen in vitro 
Das Hauptmerkmal von CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen ist die Inhibition der Proliferati-
on von aktivierten T-Zellen. CD4+CD25- T-Zellen hingegen inhibieren gewöhnlich nicht. Aller-
dings konnte durch die retrovirale Überexpression von CD83 in CD4+CD25- T-Zellen ein regu-
latorischer Phänotyp induziert werden [41]. Daher wurde als nächstes untersucht, welchen 
Einfluss die Co-Kultur von CD4+CD25+ und CD4+CD25- T-Zellen, die aus CD4CD83 transgenen 
Mäusen isoliert wurden, auf die Proliferation von CD4+CD25- T-Zellen hat. Dazu wurden 
CD4+CD25- T-Zellen aus einer Thy1.1+ Balb/c Maus als Responder Zellen mit einem Prolifera-
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tionsfarbstoff (CFSE) angefärbt und in Gegenwart von regulatorischen T-Zellen (CD4+CD25+) 
oder naiven T-Zellen (CD4+CD25-) stimuliert und kultiviert. 
Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, unterschied sich die inhibitorische Fähigkeit der CD4+CD25+ 
regulatorischen T-Zellen aus CD4CD83 heterozygot und homozygot transgenen Mäusen nicht 
von der, regulatorischer T-Zellen aus nicht-transgenen Kontrolltieren. Außerdem konnte 
durch die transgene T-Zell-spezifische Überexpression von CD83 der CD4CD83 transgenen 
Maus kein regulatorischer Phänotyp in CD4+CD25- T-Zellen induziert werden. 
Zusätzlich zur inhibitorischen Fähigkeit wurde untersucht wie stark CD4+CD25+ und 
CD4+CD25- T-Zellen aus CD4CD83 transgenen Mäusen nach in vitro Aktivierung im Vergleich 
zu nicht-transgenen Kontrollen proliferieren. Abbildung 14 zeigt, dass CD4+CD25+ regulatori-
sche T-Zellen aus CD4CD83 transgenen Mäusen genauso wie Tregs aus nicht-transgenen 
Mäusen nach Stimulation in vitro nicht proliferierten. CD4+CD25- T-Zellen aus CD4CD83 
transgenen Mäusen hingegen proliferierten unter denselben Bedingungen sehr gut. Es konn-
te allerdings kein Unterschied zwischen dem Proliferationsverhalten von CD4+CD25- T-Zellen 
aus CD4CD83 transgenen Mäusen und nicht-transgenen Mäusen nachgewiesen werden. 
Die Funktion einer Immunzelle wird u.a. durch sezernierte Zytokine und Chemokine vermit-
telt. Diese haben unterschiedliche aber auch gegensätzliche Funktionen z.T. auf Zellen des 
eigenen Typs aber auch auf andere Zelltypen. TNFα, IFNγ und IL17A sind pro-
inflammatorische Zytokine, die beispielsweise neutrophile Granulozyten zum Ort der Ent-
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+
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+
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Abbildung 14: Analyse der proliferativen Eigenschaft von CFSE markierten CD4+CD25+ Tregs und 
CD4+CD25- T-Zellen. A zeigt repräsentative Histogramme einer Messung homozygoter T-Zellen im 
Vergleich zu Balb/c T-Zellen, B alle Werte aus vier Messungen zusammengefasst, wobei links die 
Werte aus homozygot (hom) transgenen und rechts solche aus heterozygot (het) transgenen 
CD4CD83 Mäusen dargestellt sind.  
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zündung locken (IL17A), an der Aktivierung weiterer Immunzellen beteiligt sind (TNFα) oder 
für die Bekämpfung von Virus-infizierten Zellen und Tumorzellen wichtig sind (IFNγ). IL2 wird 
für das Überleben und die Proliferation von Effektorzellen benötigt und das Chemokin CCL3 
induziert die Einwanderung von aktivierten CD8+ T-Zellen und B-Zellen zum Ort der Entzün-
dung. IL10 hingegen wirkt anti-inflammatorisch und hemmt die pro-inflammatorischen Wir-
kungen andere Zytokine. 
In den Zellkulturüberständen der Proliferationsassays wurden die Konzentrationen der oben 
genannten Zytokine und Chemokine nach drei Tagen mittels Luminex-Technologie bestimmt. 
Die Konzentration der pro-inflammatorischen Zytokine IFNγ und TNFα nach dreitägiger Kul-
tivierung von nicht-transgenen CD4+CD25- T-Zellen lag im Schnitt bei 500 pg/ml. Die Kon-
zentrationen von IL2, CCL3 und IL10 war fast doppelt so hoch, ca. 1000 pg/ml. Man konnte 
aber, verglichen mit den wildtyp Proben, für die Sekretion keines dieser Zytokine einen signi-
fikanten Unterschied von weder heterozygot noch homozygot CD4CD83 transgenen 
CD4+CD25- T-Zellen messen (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu lag die durchschnittli-
che Sekretion von IL17A aus nicht-transgenen T-Zellen bei etwa 150 pg/ml, die aus heterozy-
got und homozygot transgenen T-Zellen hingegen signifikant darunter (Abbildung 15). Die 
Sekretion all dieser Zytokine aus CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen lag, wie zu erwarten, im 
vernachlässigbaren Bereich. 
4.1.4 Einfluss der T-Zell-spezifischen Überexpression von CD83 während einer Kontakt 
Hypersensitivitäs Reaktion in vivo 
Die Überexpression von CD83 in T-Zellen aus der CD4CD83 transgenen Maus zeigte in vitro 
zwar weder einen Einfluss auf das Proliferations- noch auf das Inhibitionsverhalten der CD4+ 
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Abbildung 15: Analyse der sezernierten Zytokine im 
Zellkulturüberstand der Proliferationsassays. Aus 
jedem Well des Proliferationsassays wurden an 
Tag 3 vor der durchflusszytometrischen Bestim-
mung des Proliferationsverhaltens der T-Zellen 
Zellkulturüberstand entnommen und mittels Lumi-
nex Technologie auf den Gehalt von IL17A unter-
sucht. hom: homozygot; het: heterozygot. Signifi-
kanzen wurden mittels Student’s T-Test bestimmt. 
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T-Zellen im Vergleich zu nicht-transgenen Zellen, die IL17-Sekretion war aber deutlich ver-
mindert. Daher wurde untersucht, welchen Einfluss die T-Zell-spezifische Überexpression 
von CD83 in der CD4CD83 transgenen Maus auf das Verhalten und den Phänotyp dieser Zel-
len in einer DNFB-vermittelten Kontaktallergie in vivo hatte. Dazu wurden CD4CD83 transge-
nen Mäuse bzw. nicht-transgene Geschwistertiere mit 0,5% DNFB auf dem rasierten Rücken 
sensibilisiert und fünf Tage später an einem Ohr mit 0,3% DNFB behandelt. Nach zwei weite-
ren Tagen, wurde die Dicke des behandelten Ohres mit der Dicke desselben Ohres vor DNFB-
Behandlung verglichen.  
 
 
 
 
 
 
 
Wie in Abbildung 16 gezeigt, war die Ohrschwellung der CD4CD83 transgenen Mäuse signifi-
kant geringer als die der Kontrollen (Abbildung 16 A). Desweiteren wurde eine signifikant 
größere Menge FoxP3+ Zellen an den CD4+ T-Zellen in den Ohr-drainierenden Lymphknoten 
gemessen (Abbildung 16 B). In Übereinstimmung mit den in vitro Daten (Abbildung 15) konnte 
außerdem gezeigt werden, dass die IL17 sezernierenden CD4+ T-Zellen in den Ohr-
drainierenden Lymphknoten der CD4CD83 transgenen Mäuse signifikant geringer vorhanden 
waren, als in Kontrolltieren (Abbildung 16 C).  
Obwohl bei Zellen aus der CD4CD83 transgenen Maus in vitro keine Treg-Induktion beobach-
tet werden konnte, konnte in vivo gezeigt werden, dass eine Kontaktallergie einen milderen 
Verlauf nimmt, einhergehend mit einem signifikant erhöhtem Anteil an Tregs, und signifikant 
weniger IL17A-sezernierende CD4+ T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten. Insgesamt 
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Abbildung 16: DNFB-vermittelte Kontaktallergie in homozygoten CD4CD83 transgenen Mäusen im Ver-
gleich zu Balb/c Mäusen. A Messung der Ohrschwellung an Tag 2 nach DNFB-Behandlung des Ohres. 
B Prozentualer Anteil von FoxP3+ T-Zellen in der CD4+ T-Zellpopulation in den Ohr-drainierenden 
Lymphkonten auf Seite des DNFB-behandelten Ohres. C Prozentualer Anteil von IL17+ T-Zellen in der 
CD4+ T-Zellpopulation in den Ohr-drainierenden Lymphknoten auf Seite des DNFB-behandelten Oh-
res. Jeder Punkt repräsentiert ein Tier. Daten von zwei Experimenten wurden hier zusammengefasst. 
Signifikanzen wurden mittels Student’s T-Test bestimmt. 
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konnte somit insbesondere in der in vivo Situation ein immunmodulatorischer Effekt von 
CD83 in Richtung Toleranz gezeigt werden.  
4.1.5 Generierung einer CD83 Knock Out Maus 
Die Möglichkeiten den Einfluss und die Funktion eines Proteins nur über eine Überexpressi-
on des Proteins zu untersuchen sind begrenzt. Da beispielsweise bei der CD4CD83 transge-
nen Maus nicht bekannt ist, wo genau im Genom das Transgen liegt, besteht immer eine 
geringe Möglichkeit, dass beobachtete Effekte nicht der Einfluss der CD83 Überexpression 
Abbildung 17: Southern Blot Screening von ca. 600 ES-Zellklonen, die das CD83-Targetingkonstrukt 
potenziell an der richtigen Stelle und in voller Länge ins Genom integriert haben. A Schematische 
Darstellung des wt und tg CD83 Allels mit Restriktionsschnittstellen und Bindungsstellen der benutz-
ten Southern Blot Sonden. Neueingefügte Restriktionsschnittstellen sind rot umrandet B Southern 
Blot von 96 ES-Zellklonen, bei dem mit EcoRV geschnitten wurde, wt-Bande bei 11,8 kb, tg-Bande 
bei 6,2 kb. Quadrate markieren die Banden von positiven Klonen 8C und 12H. C Southern Blot der 
beiden positiven Klone 8C und 12H aus B und deren flankierende Klone 8B, 8D und 11H. Der Verdau 
mit BamHI lieferte eine wt-Bande bei 10,5 kb und eine tg-Bande bei 7,5 kb. Es wurden Doppelbe-
stimmungen durchgeführt. Dreieck: loxP Sequenze, Kreis: FLT-Sequenze 
A 
B C 
B C 
Targetingkonstrukt 
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Abbildung 18: Chimäre und CD83-Flox Mäuse. A Foto eines chimären Männchens dessen Keimbahn 
aus CD83-Flox ES-Zellen aufgebaut wurde und das das Transgen an seine Nachkommen weiter 
vererbt. B Agarosegel mit PCR-Produkten eines Neomycin-Resistenz-Nachweises aus genomi-
scher DNA von Nachkommen aller Chimäre. Zahlen zeigen die Mausnummer an. +:positiv Kon-
trolle, -: negativ Kontrolle. 
waren, sondern auf strukturelle Änderungen im Genom während der Insertion des Trans-
gens zurückzuführen sind. 
Um die beobachteten Effekte auf reziproke Weise bestätigen zu können, und um die Analy-
sen weiter zu vertiefen, wurde eine CD83Flox-Maus generiert, die später für die Zucht einer 
gewebespezifischen CD83 Knock Out Maus verwendet werden kann. 
Zu diesem Zweck wurde im Vorfeld dieser Arbeit ein Targetingkonstrukt (pRapidFlirt- 
CD83targetvectorII, Wiebke Hansen) generiert, in dem Exon 3 von CD83 von LoxP Sites flan-
kiert wird. Außerdem wurde für die spätere Selektion der transfizierten ES-Zellen eine Neo-
mycin-Resistenz-Kassette (NeoR) flankiert von FRT-Schnittstellen inseriert (Abbildung 17 A).  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden murine ES-Zellen mit diesem Targetingkonstrukt elektropo-
riert und selektiert. Von den so entstandenen einzelnen ES-Zellklonen wurden ca. 600 Klone 
mittels Southern Blot bezüglich der korrekten Integration analysiert. Zunächst wurden alle 
Klone mittels der Southern Blot Sonde-EcoR V gescreent, die spezifisch in der homologen 
Sequenz des wt Alles bindet, wodurch eine 11,8 kb wt-Bande im Southern Blot sichtbar wird. 
Durch die Einbringung einer zusätzlichen EcoR V-Schnittstelle in das Targetingkonstrukt, 
verminderte sich die Größe des DNA-Bereichs in dem die Sonde gebunden hat auf 6,2 kb 
(Abbildung 17 A und B). 
Hierbei wurden zwei Klone (8C und 12H) identifiziert, bei denen zusätzlich zum wt-Allel bei 
11,8 kb eine Bande bei 6,2 kb detektiert wurde (Abbildung 17 B). Durch einen zweiten 
Southern Blot, bei dem mit BamHI verdaut wurde und bei dem die Sonde-BamH I an der an-
deren Seite des Targetingkonstruktes gebunden hat, konnte der Klon H12 als positiv für das 
12H 
A 
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Targetingkonstrukt, durch eine transgene Bande bei 7,5 kb zusätzlich zur 10,5 kb wt-Bande, 
validiert werden (Abbildung 17 C).  
ES-Zellen dieses Klons wurden von Ronald Naumann (MPI Dresden) in Blastocysten von 
C57BL/6 Mäusen injiziert und drei daraus entstandene chimäre Männchen wurden im Zent-
ralen Tierlabor des Universitätsklinikums Essen mit Balb/c Weibchen verpaart. Zunächst 
wurde untersucht, ob die genetische Veränderung keimbahngängig war d.h. das Transgen 
auf die nächste Generation weiter vererbt wurde.  
Von den drei Chimären hatte, nach Verpaarung, ein Männchen keine Nachkommen, eines 
zeugte Nachkommen mit braunem Fell und eines Nachkommen mit weißem Fell. Da die inji-
zierten ES-Zellen von einer Balb/c Maus stammten, wurde erwartet, dass ein Männchen des-
sen Keimbahn aus transgenen ES-Zellen aufgebaut wurde, weiße Nachkommen hat, wenn es 
mit einem Balb/c Weibchen verpaart wird. Die genomische DNA aller Nachkommen wurde 
mittels semiquantitativer PCR auf die Präsenz der NeoR-Kassette, die sich im Transgen be-
findet, untersucht. Von den neun Nachkommen des ersten Wurfs mit weißem Fell, hatten 
drei ein positives NeoR Signal, was bedeutet, dass das chimäre Vatertier das Transgen ver-
erbt hat. Von den Nachkommen mit braunem Fell hatte keines ein positives NeoR Signal 
(Abbildung 18).  
Als nächstes wurden zwei der nun entstandenen CD83Flox Mäuse homozygot zu einer 
CD83fl/fl Maus verpaart. Diese Maus wurde anschließend mit einer Rosa-FLP-Maus verpaart, 
Abbildung 19: Agarosegele mit PCR Produkten eines spezifischen Nachweises von A Cre, B NeoR, C KO 
aus CD83fl x CMV-Cre Mäusen. In C ist nur der Bereich um ca. 500 bp gezeigt. Zahlen zeigen die 
Mausnummern an, rote Kästchen, die Mausnummer und Banden von CD83KO Mäusen.  
A
B
C
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um die NeoR-Kassette herauszuschneiden. Die Nachkommen dieser Verpaarung können 
dann mit einer gewebespezifischen Cre-Maus verpaart werden, um eine gewebespezifischen 
CD83KO Maus zu erhalten. 
Um vorab zu testen, ob der geplante Knock Out in vivo funktioniert, wurde die CD83fl/wt 
Maus allogen mit einer CMV-Cre Maus verpaart, die Cre in allen Geweben unter der Kontrol-
le des CMV-Promotors exprimiert. Mittels spezifischer Primer wurde der Genotyp der Nach-
kommen dieser Verpaarung untersucht (Abbildung 19). Als erstes wurde untersucht, welche 
Mäuse die Cre-Rekombinase exprimierten, also die Kandidaten, bei denen ein Knock Out 
überhaupt möglich war (Abbildung 19 A). Dann wurde überprüft, ob das NeoR-Signal noch 
nachweisbar war, da die NeoR-Kassette innerhalb der LoxP-Schnittstellen im Transgen liegt 
(Abbildung 19 B). Hier konnten zwei Mäuse identifiziert (Mausnummer: 5679 und 5681) wer-
den, die die Cre-Rekombinase exprimierten, aber kein NeoR-Signal mehr haben. Als Bestäti-
gung wurden außerdem Primer verwendet, die Exon 3 flankieren und im rekombinierten Fall 
eine Bande bei 534 bp und im nicht rekombinierten Fall eine Bande bei 3,5 kb zeigten 
(Abbildung 19 C). Mit diesen „KO“-Primern konnte schließlich bestätigt werden, dass die 
Mäuse 5679 und 5681 ein rekombiniertes Allel des Transgens tragen.  
Als letztes wurde untersucht, ob die CD83 Expression auf mRNA und Protein Ebene in 
CD83fl/fl x CMV-Cre Tieren tatsächlich nicht mehr detektiert werden konnte. Dazu wurden 
die Milz und die mesenterieschen Lymphknoten aus nicht-transgenen Geschwistertieren 
(wt), heterozygoten CD83KO Mäusen und aus einer homozygoten CD83KO Maus präpariert. 
Milzzellen und Lymphknotenzellen wurden für 24 h mit 1 µg/ml αCD3 und 1 µg/ml LPS sti-
muliert, um die CD83 Expression in T- und B-Zellen zu induzieren. Mittels Durchflusszytomet-
rie wurde die CD83 Expression auf CD19+ B-Zellen gemessen. Zusätzlich wurde die CD83 Ex-
pression auf CD4+ T-Zellen gemessen, um abschätzen zu können, wie deutlich sich die CD83 
Expression von CD83-defizienten CD4+ T-Zellen von wt CD4+ T-Zellen unterscheidet. Wie in 
Abbildung 20 A und B gezeigt ist, waren in den wt-Mäusen durchschnittlich 15% der Milzzel-
len CD19+CD83+, wohin gegen nur ca. 5% der heterozygoten CD83KO Mäuse CD19+CD83+ 
waren und nur 0,2% in der homozygoten CD83KO Maus. In den mLKs wurden durchschnitt-
lich 10% CD19+CD83+ B-Zellen in den wt Tieren, ca. 3% in den heterozygoten Knock Out Tie-
ren und 0,2% in der homozygoten Knock Out Maus gemessen. Da nur eine homozygote 
Maus zu Verfügung stand, konnte nicht berechnet werden, ob es durch den Knock Out zu 
einer signifikanten Verminderung von CD83+ Zellen kommt. Da aber schon der heterozygote 
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Knock Out eine signifikante Reduktion von CD83 erzielte und der Wert, der homozygoten 
Knock Out Maus nochmal deutlich darunter lang, kann dieses Ergebnis als starker Hinweis 
darauf angesehen werden, dass die CD83fl/fl Maus erfolgreich für einen CD83KO eingesetzt 
werden kann. Die prozentualen Anteile an CD4+CD83+ T-Zellen lagen um 1% und damit deut-
lich unter denen von CD19+CD83+ B-Zellen. Trotzdem konnte auch hier in der Milz eine signi-
fikante Verminderung von CD4+CD83+ T-Zellen gemessen werden, die in den mesenterischen 
Lymphkonten tendenziell noch zu erkennen war. Außerdem konnte in, αCD3 und LPS stimu-
lierten, Milz- und Lymphknotenzellen mittels semiquantitativer PCR kein CD83 mRNA Signal 
in der CD83KO Probe mehr detektiert werden (Abbildung 20 C). Auch diese Ergebnisse unter-
stützen die Annahme, dass mit der CD83fl/fl Maus CD83-Exon3 erfolgreich herausgeschnit-
ten werden kann und kein funktionelles CD83 Molekül mehr gebildet wird.  
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Abbildung 20: CD83 Expression in Gesamtmilz und -mLKs nach 24 h Stimulation mit 1 µg/ml αCD3 und 
1 µg/ml LPS. A CD83 Proteinexpression als repräsentative Konturplots, analysiert mittels Durch-
flusszytometrie B Alle Werte der CD83 Proteinexpression als Dotplot, jeder Punkt repräsentiert eine 
Maus. C CD83 mRNA Expression in aktivierten Milz- und Lymphkontenzellen. Gezeigt ist ein Versuch 
mit je drei wt und het Mäusen und einer ko Maus, jeder Punkt repräsentiert eine Maus. Signifikanzen 
wurden mittels Student’s T-Test bestimmt. wt: wildtyp; het: heterozygoter KO; ko: homozygoter KO. 
A 
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4.2 Einfluss der Überexpression von miR183 auf CD4+ T-Zellen 
4.2.1 miR183-Expression in naiven und aktivierten CD4+CD25- und CD4+CD25+ T-Zellen 
Der Phänotyp und die Funktion von CD4+ T-Zellen werden durch miRNAs beeinflusst. Welche 
miRNA dies im Einzelnen vermitteln ist allerdings noch nicht völlig geklärt. Um herauszufin-
den, welche miRNAs spezifisch in regulatorischen T-Zellen und Effektor T-Zellen exprimiert 
werden, wurden durch die Firma Febit Biomed GmbH (Heidelberg) miRNA-Microarrays von 
naiven und aktivierten polyklonalen CD4+CD25+ sowie von Antigen-spezifischen regulatori-
schen T-Zellen mit solchen von CD4+CD25- naiven und aktivierten T-Zellen verglichen. Dabei 
wurden 22 miRNAs identifiziert, die zwischen diesen Gruppen differenziell exprimiert wur-
den, u.a. miR183. Deren Expression wurde in naiven und aktivierten nTregs mit der miR183-
Expression von naiven und aktivierten T-Effektorzellen mittels qPCR verglichen.  
In naiven CD4+CD25+ T-Zellen aus Balb/c Mäusen war die miR183-Expression tendenziell et-
was höher als in CD4+CD25- T-Zellen aus denselben Mäusen. Nach zwei Tagen Aktivierung 
mit 1 µg/ml αCD3 und 1 µg/ml αCD28 in der Gegenwart von 50 U/ml IL2 hingegen exprimier-
ten die CD4+CD25- T-Zellen signifikant mehr miR183 als CD4+CD25+ T-Zellen (Abbildung 21). 
Im naiven Zustand und bis zu 24 Stunden nach T-Zell Aktivierung war die miR183-Expression 
in T-Zellen mit regulatorischem Phänotyp höher als in CD4+CD25- T-Zellen, danach allerdings 
stieg die miR183-Expression in CD4+CD25- T-Zellen aber deutlich stärker an als in regulatori-
schen T-Zellen und überstieg diese deutlich. Dies weist darauf hin, dass miR183 in regulatori-
schen T-Zellen, aber auch in CD4+CD25- T-Zellen nach T-Zell-Aktivierung eine funktionelle 
Rolle zu spielen scheint. 
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Abbildung 21: Messung der miR183 Expres-
sion mittels qPCR. CD4+CD25+ Tregs und 
CD4+CD25- T-Zellen wurden aus Balb/c 
Mäusen isoliert, sortiert und für drei Tage 
1 µg/ml αCD3 und 1 µg/ml αCD28 in der 
Gegenwart von 50 U/ml IL2 stimuliert. An 
den angegebenen Zeitpunkten wurden 
Zellen geerntet, RNA präpariert und diese 
in cDNA umgeschrieben, die der qPCR als 
Template diente. Drei Experimente wur-
den zusammengefasst. Signifikanzen 
wurden mittels Student’s T-Test be-
stimmt.  
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Abbildung 22: Retrovirale Überexpression von miR183 in 
CD4+CD25- T-Zellen. A retroviraler miR183-Expressionsvektor. 
B miR183 Expression in transduzierten CD4+CD25- T-Zellen an 
Tag sieben nach T-Zellaktivierung. Die miR183 Expression von 
miR183 transduzierten T-Zellen wurde mittels qPCR bestimmt 
und mit der von T-Zellen verglichen, die nur den GFP-
kodierenden retroviralen Vektor exprimierten. Drei Experi-
mente wurden zusammengefasst. Signifikanzen wurden mit-
tels Student’s T-Test bestimmt. LTR: Long Terminal Repeates, 
IRES: internal ribosomal entry site 
4.2.2 Retrovirale Überexpression von miR183 in CD4+CD25- T-Zellen 
Um zu untersuchen, welche Funktion miR183 in CD4+ T-Zellen spielt, sollte miR183 in CD4+ T-
Zellen mittels retroviralem Gentransfers überexprimiert werden (3.3). Dazu wurde die ma-
ture miR183 Sequenz von beiden Seiten von ca. 200 bp genomischer Sequenz flankiert, in 
einen retroviralen Expressionsvektor kloniert, der GFP als Reporter mit exprimiert (Abbildung 
22 A). Mit diesem Vektor wurde die Verpackungszelllinie GPE86 transfiziert und es wurden 
virale Partikel generiert, mit denen aktivierte CD4+CD25- T-Zellen transduziert wurden. Als 
Kontrolle dienten retrovirale Partikel, die nur GFP alleine überexprimierten. Abbildung 22 
zeigt, dass mittels dieser viralen Partikel eine ca. dreifache miR183-Überexpression gegen-
über T-Zellen erzielt werden konnte, die mit viralen Partikeln transduziert wurden, die nur 
GFP überexprimierten. 
Um nun zu zeigen, dass die miR183, die in den transduzierten T-Zellen viral überexprimiert 
wurde, auch biologisch funktionell war, wurde in einem Luciferase Assay untersucht, ob die 
gebildete miR183 an ihre Erkennungssequenz in einem mRNA Molekül bindet und es zur 
Hemmung der Translation kommt. Dazu wurde der kommerzieller Vektor pLightS-
witch_3UTR-miR183 benutzt, der das Luciferase Gen kodiert. Am 3’UTR der Luciferase-
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Abbildung 23: Relative Luciferase (Luc) Aktivität von 
GPR86 Zellen, die mit retroviralen Vektoren, die entwe-
der miR183 und GFP oder GFP alleine ektopisch über-
exprimierten und mit pLightSwitch_3UTR-miR183 
(Renilla-Luc) transfiziert wurden. Zusätzlich wurden die 
Zellen mit einem pmiR-Luc-miR146a (Firefly-Luc) trans-
fiziert, an dessen Luc Aktivität die Renilla-Luc Aktivität 
normalisiert wurde. Drei Experimente wurden zusam-
mengefasst. Signifikanzen wurden mittels Student’s T-
Test bestimmt.  
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mRNA wurde die Erkennungssequenz von miR183 angehängt, so dass es durch die Bindung 
von miR183 zu einer verschlechterten Luciferase Expression kommen müsste, die durch die 
Gabe von Luciferin und dessen Umsetzung und der daraus folgenden Abstrahlung von Pho-
tonen messbar gemacht werden kann. 
Wie man in Abbildung 23 sieht, wurde eine signifikant verminderte Luciferase Aktivität in den 
Zellen, die miR183-überexprimierten, gemessen im Vergleich zu GFP-überexprimierenden 
Zellen. Dies zeigt, dass miR183 mit diesem retroviralem System biologisch funktionell in CD4+ 
T-Zellen überexprimiert werden konnte. Somit stand ein System zur Verfügung, mit dem der 
Einfluss der miR183 auf den T-Zellphänotyp untersucht werden kann.  
4.2.3 Funktionelle Charakterisierung der miR183-überexprimierenden CD4+CD25- T-Zellen 
in vitro 
Zunächst wurde untersucht, ob CD4+CD25- T-Zellen durch die Überexpression von miR183 
einen regulatorischen Phänotyp erhalten. Dazu wurde die Proteinexpression von verschie-
denen Treg-assoziierten Molekülen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 
Wie in Abbildung 24 exemplarisch dargestellt, konnte durch die miR183-Überexpression we-
der die Expression von FoxP3, des wichtigsten Transkriptionsfaktors von regulatorischen T- 
Zellen in der Maus, noch von CTLA4, das mit regulatorischen T-Zellen in Zusammenhang ge-
bracht wird, induziert werden. 
Abbildung 24: Repräsentative Dotplots einer durchflusszytometrischen Messung von CTLA4 und FoxP3 
in miR183 überexprimierenden T-Zellen, den GFP Kontrollvektor-exprimierenden T-Zellen oder frisch 
isolierten Milzzellen einer Balb/c Maus. Die angegeben prozentualen Anteile beziehen sich auf die 
FoxP3+CTLA4+ T-Zellen aus der CD4+GFP+ Population bzw. im Fall der frisch isolierten Milzzellen nur 
aus der CD4+ Population. 
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Abbildung 25: Analyse der inhibitorischen Eigenschaft von frisch isolierten CD4+CD25+ Tregs bzw. nai-
ven T-Zellen und CD4+CD25- T-Zellen, die entweder miR183 oder GFP retroviral überexprimierten in 
Co-Kultur mit eFluor670 markierten Balb/c Responder Zellen. A zeigt repräsentative Histogramme 
einer Messung, B alle Werte aus vier Experimenten zusammengefasst.  
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Das wichtigste funktionelle Merkmal von regulatorischen T-Zellen ist es, die Proliferation von 
Effektorzellen zu hemmen. Um nun zu testen, ob die Überexpression von miR183 in 
CD4+CD25- T-Zellen zur Induktion eines regulatorischen Phänotyps führte, wurde ein Inhibi-
tionsassay durchgeführt. 
Abbildung 25 zeigt, dass durch die miR183-Überexpression in CD4+CD25- T-Zellen kein supp-
ressiver Phänotyp induziert wurde, da sich die Proliferationsrate der Responder T-Zellen in 
Co-Kultur mit miR183-überexprimierenden T-Zellen nicht von der Proliferationsrate von Res-
ponder T-Zellen in Co-Kultur mit T-Zellen, die den GFP-Kontrollvektor exprimierten unter-
schied.  
Die Expressionsanalyse von miR183 (Abbildung 21) zeigte, dass die miR183-Expression nach 
Abbildung 26: Analyse der proliferativen Eigen-
schaft von CD4+CD25- T-Zellen, die entweder 
miR183 oder den GFP-Kontrollvektor expri-
mieren in Co-Kultur mit eFluor670 markier-
ten wildtyp Responder Zellen. A zeigt reprä-
sentative Histogramme einer Messung, B
eine Überlagerung der miR183 und der GFP 
Messung und C alle Werte aus vier Experi-
menten zusammengefasst. Signifikanzen 
wurden mittels Student’s T-Test bestimmt 
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Abbildung 27: CD69, CD25, und CD44 Expression auf miR183 bzw. GFP-überexprimierenden T-Zellen. 
An Tag 7 nach der primären T-Zellaktivierung, wurden CD4+GFP+ T-Zellen sortiert und mit αCD3 
und αCD28 in vitro re-stimuliert. A Überlagerte Histogramme einer repräsentativen Messung von 
CD69. Die Zeitpunkte der Messung sind jeweils angegeben. B Zusammenfassung aller Werte, CD69 
drei Messungen, CD25 und CD44 zwei Messungen. Signifikanzen wurden mittels Student’s T-Test 
bestimmt.  
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T-Zellaktivierung auch in CD4+CD25- T-Zellen stark ansteigt, so dass vermutet werden kann, 
dass miR183 auch in T-Effektorzellen eine wichtige Rolle spielt. Deswegen wurde als nächs-
tes untersucht, welchen Einfluss die miR183-Überexpression auf die Proliferation von CD4+ 
T-Zellen hat. Im Vergleich zu den nur GFP-überexprimierenden Kontrollzellen proliferierten 
die miR183-überexprimierenden T-Zellen in vitro nach Stimulation signifikant schneller wie 
in Abbildung 26 gezeigt ist.  
Da eine verstärkte Proliferation in der Regel mit einem erhöhten Aktivierungsstatus der T-
Zellen einhergeht, wurde als nächstes die Expression von T-Zellaktivierungsmarkern über-
prüft. An Tag 7 nach T-Zellaktivierung wurden miR183-überexprimierende T-Zellen anhand 
ihrer GFP-Expression sortiert und über einen Zeitraum von drei Tagen mit 0,75 µg/ml immo-
bilisiertem αCD3 und 1 µg/ml löslichem αCD28 restimuliert. An den in Abbildung 27 angege-
benen Zeitpunkten wurde die Oberflächenexpression von CD44, CD25 und CD69 mittels 
Durchflusszytometrie bestimmt. Wie in Abbildung 27 dargestellt, stieg die Expression von 
CD69 auf der Oberfläche von miR183-überexprimierenden T-Zellen signifikant schneller an, 
als auf den GFP-Kontrollvektor exprimierenden T-Zellen. Die Expression von CD25 blieb hin-
gegen durch die miR183-Überexpression unverändert. Die Expression von CD44 war in den 
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miR183-überexprimierenden Zellen auch tendenziell höher als auf den mit dem GFP-
Kontrollvektor transduzierten Zellen.  
Ein wichtiges Charakteristikum einer aktivierten T-Zelle ist die Zusammensetztung von se-
zernierten Zytokinen. So schütten aktivierte T-Effektorzellen pro-inflammatorische, regulato-
rische T-Zellen hingegen anti-inflammatorische Zytokine aus. Daher wurde als nächstes mit-
tels Luminex Technologie untersucht, ob sich die Menge sezernierter Zytokine aus miR183-
überexprimierenden T-Zellen von der Menge sezernierter Zytokine aus GFP-
überexprimierenden Kontrollen unterscheidet.  
 
 
Wie aus Abbildung 28 hervorgeht, konnte eine signifikant erhöhte Menge IL17 in den Zellkul-
turüberständen der miR183-überexprimierenden Zellen verglichen mit GFP-
überexprimierenden Kontrollen gemessen werden. Auch die Sekretion von IL6, das die IL17 
Sekretion indirekt bedingt, ist in den miR183-überexprimierenden T-Zellüberständen leicht, 
allerdings nicht signifikant erhöht. Die Mengen IL10, IL2, IFNγ und TNFα waren nicht verän-
dert (Daten nicht gezeigt).  
4.2.4 Einfluss von miR183-überexprimierenden T-Zellen auf ein murines Autoimmundia-
betes Modell 
Die funktionellen in vitro Analysen haben ergeben, dass die miR183-überexprimierenden 
CD4+CD25- T-Zellen besser proliferierten und den Aktivierungsmarker CD69 schneller hoch 
regulieren als GFP-überexprimierende Kontrollen. Um zu untersuchen, ob dieser Phänotyp 
auch in vivo bestand hat, wurde ein Antigen-spezifisches Autoimmundiabetes Modell in der 
Maus verwendet. Die dazu verwendeten doppelttransgenen INS-HA x RAG2KO Mäuse ex-
primieren das Modellantigen Hämagglutinin (HA) auf den Insulin-produzierenden Zellen im 
Pankreas. Außerdem haben sie keine funktionellen B- oder T-Zellen, da diese Mäuse defizi-
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Abbildung 28: Analyse der sezernierten Zyto-
kine im Zellkulturüberstand der Proliferati-
onsassays. Aus jedem Well des Proliferati-
onsassays wurden an Tag 3 vor der durch-
flusszytometrischen Bestimmung des 
Proliferationsverhaltens der T-Zellen Zell-
kulturüberstand entnommen und mittels 
Luminex Technologie auf den Gehalt an den 
angezeigten Zytokinen untersucht. Signifi-
kanzen wurden mittels Student’s T-Test 
bestimmt. 
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D
ent für das Recombination Activation Gen 2 (RAG2) sind und somit keine VDJ-Rekombination 
stattfinden kann, während der die Variabilität von B- und T-Zellrezeptor entsteht. Werden 
diesen INS-HA x RAG2KO Mäusen, die das Thy1 Allel 2 exprimieren, Thy1.1+ T-Zellen aus TCR-
HA-Mäusen appliziert, erkennen diese Zellen das HA auf den Insulin-produzierenden Zellen 
und es kommt zu einer Immunantwort gegen diese HA-exprimierenden Zellen. Dies kann 
nach einigen Tagen am steigenden Blutzuckerspiegel der Maus beobachtet werden.  
Wie in Abbildung 29 A und B gezeigt ist, stieg der Blutglukose Wert in INS-HA x RAG2KO Mäu-
sen, die TCR-HA T-Zellen bekommen haben, die miR183-überexprimieren, signifikant schnel-
ler an, als in INS-HA x RAG2KO Mäusen, die GFP überexprimierende Kontrollzellen bekom-
men haben. Der Schwellenwert, ab dem eine Maus als diabetisch eingestuft wird, liegt bei 
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Abbildung 29: Effekt der miR183 Überexpression in CD4+CD25- T-Zellen während eines Autoimmundia-
betes. A Verlauf des Blutzuckerspiegels bei INS-HA x RAG2KO Mäusen, die entweder miR183- oder 
GFP-überexprimierende HA-spezifische T-Zellen bekommen haben. B Blutzuckerspiegel der Mäuse am 
Tag der Analyse. C Prozentualer Anteil CD4+Thy1.1+ T-Zellen in den mLKs. D links: Prozentuale Anteile 
der CD69+ Zellen an den CD4+Thy1.1+ Zellen, rechts: an der GFP-Gruppe normalisierte MFI-Werte von 
CD69 in der CD4+Thy1.1+ Population in den mLKs. Zwei Experimente zusammengefasst, jeder Punkt 
repräsentiert eine Maus, Signifikanzen wurden mittels Student’s T-Test bestimmt. 
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200 mg/dl Blutglukose. Da die miR183-überexprimierenden T-Zellen in vitro schneller 
proliferierten, könnte das der Grund für einen schnelleren Krankheitsbeginn sein. Wie in 
Abbildung 29 C gezeigt ist, konnten tatsächlich eine signifikant größere Menge CD4+Thy1.1+ T-
Zellen in den mLKs von INS-HA x RAG2KO Mäusen, die miR183-überexprimierende T-Zellen 
bekommen haben, gemessen werden als in Mäusen, denen GFP exprimierende Kontrollzel-
len adoptiv transferriert wurden. Außerdem war der Anteil CD69+ T-Zellen unter den 
CD4+Thy1.1+ T-Zellen von Mäusen, die miR183-überexprimierende T-Zellen appliziert beka-
men, signifikant höher als von Mäusen, die GFP exprimierende Kontrollzellen bekommen 
haben. Auch die CD69-Expressionsstärke (MFI-Wert) war in der CD4+Thy1.1+ T-Zellpopulation 
von miR183-überexprimirenden T-Zellen signifikant höher als in der CD4+Thy1.1+ T-
Zellpopulation von GFP-überexprimierenden Kontrollzellen, wie in Abbildung 29 D gezeigt ist.  
Dieses Antigen-spezifische Autoimmundiabetes Modell lieferte also auch in vivo einen weite-
ren Hinweis darauf, dass miR183 die T-Zellproliferation und Hochexpression des Aktivie-
rungsmarkers CD69 beschleunigt.  
4.2.5 Expression des Transkriptionsfaktors EGR1 und des Signalmoleküls Akt in miR183-
überexprimierenden CD4+ T-Zellen 
Die durch die miR183-Überexpression beobachteten Veränderungen in CD4+ T-Zellen könn-
ten durch die Aktivität des Transkriptionsfaktor Early Growth Response-1 (EGR1) erklärt wer-
den. Die EGR1 mRNA ist ein bereits beschriebenes Zielmolekül von miR183 [115]. Außerdem 
ist EGR1 dafür bekannt, dass es die Expression des Phosphatase and Tensin Homologue dele-
ted on Chromosom 10 (PTEN) direkt aktivieren kann [139]. PTEN hingegen hemmt die Aktivi-
tät von CD69 und die des PI3K-Signalweges, der u.a. über den Akt-Signalweg Effekte der T-
Zellrezeptoraktivierung wie beispielsweise Proliferation vermittelt [140].  
Da nun im Zuge dieser Arbeit durch die miR183-Überexpression eine erhöhte CD69 Expressi-
on und beschleunigte T-Zellproliferation gemessen wurden, war die nächste Frage, ob dies 
mit der Expression von EGR1 und dem Akt-Signalweg in Verbindung stehen könnte. Dazu 
wurde zunächst überprüft, ob die EGR1-Expression durch die miR183-Überexpression beein-
flusst wird. Außerdem wurde die absolute Proteinmenge von Akt, aber auch die, der an Ser-
473 und Thr-308 phosphorylierten und damit katalytisch aktiven Form in miR183-
überexprimierenden CD4+ T-Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen und mit der von 
GFP-überexprimierenden Kontrollzellen verglichen.  
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Wie in Abbildung 30 A dargestellt, konnte eine signifikant verminderte EGR1-mRNA-
Expression in miR183-überexprimierenden T-Zellen verglichen mit GFP-überexprimierenden 
Kontrollzellen, mittels qPCR gemessen werden. Außerdem wurde in miR183-
überexprimierenden CD4+ T-Zellen eine signifikant erhöhte Proteinexpression von Akt und 
an Ser-473 und Thr-308 phosphoryliertem Akt durchflusszytometrisch gegenüber GFP-
überexprimierenden Kontrollzellen gemessen werden (Abbildung 30 B und C).  
 
Zusammengenommen konnte hier gezeigt werden, dass miR183 in CD4+ T-Zellen an der 
Vermittlung von aktivierenden Signalen beteiligt ist und die Aktivität von miR183 die Prolife-
ration und den Aktivierungsstatus von CD4+ T-Zellen positiv beeinflusst. Außerdem konnte 
Abbildung 30: Expression des Transkriptionsfaktors EGR1 und des Signalmoleküls Akt in miR183 
überexprimierenden T-Zellen. A Quantitative Real Time PCR der relativen EGR1-mRNA-Expression 
in miR183 überexprimierenden CD4+ T-Zellen verglichen mit GFP-überexprimierenden Kontrollzel-
len. Daten von drei Versuchen zusammengefasst. B und C Proteinmenge des Signalmoleküls Akt 
und seiner phosphorylierten Formen in sortierten miR183- und GFP-überexprimierenden CD4+ T-
Zellen nach 1 h Aktivierung mit 1 µg/ml αCD3. B Histogramme des an die Expression von GFP-
überexprimierenden T-Zellen normalisierten Akt-MFI der CD4+GFP+ Population von zwei Versu-
chen. C Repräsentative Bilder der durchflusszytometrischen Messungen von Akt und an Ser-473 
und Thr-308 phosphorylietem Akt. Signifikanzen wurden mittels Student’s T-Test bestimmt. 
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gezeigt werden, dass diese Effekte auch in vivo zur T-Zellexpansion und daraus resultierend 
zu einer beschleunigten Immunantwort führten.  
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5. Diskussion 
CD4+ T-Helferzellen sind essentielle Bestandteile einer adaptiven Immunantwort. Sie werden 
nicht nur für die Bekämpfung von und dem Schutz vor Infektionen mit pathogenen Erregern 
dringend benötigt, auch in der Immunantwort gegen entartete körpereigene Zellen ist ihre 
Funktion wichtig. Ein wichtiger Bestandteil ihrer Funktion ist die Aktivierung andere Lympho-
zyten. Durch den aktivierenden Einfluss von CD4+ T-Zellen differenzieren CD8+ T-Zellen zu 
zytotoxischen T-Lymphozyten, die Virus-infizierte Zellen aber auch Tumorzellen erkennen 
und direkt lysieren können [8]. In B-Zellen wird die Keimzentrumsreaktion, die u.a. die Pro-
duktion von hoch affinen Antikörpern zur Folge hat, durch die Aktivität von CD4+ T-Zellen 
ausgelöst [10]. Auch für die Entstehung von Gedächtnis-B-Zellen und CD8+ Gedächtnis-T-
Zellen, die zusammen mit CD4+ Gedächtnis-T-Zellen bei einer Reinfektion mit demselben 
Erreger eine schnelle Immunantwort und so in vielen Fällen die Ausbreitung des Pathogens 
im Keim ersticken, sind CD4+ T-Zellen unerlässlich [9]. Eine weitere wichtige Funktion von 
CD4+ T-Zellen (Tregs) ist es zu erkennen, wann eine Immunantwort zu stark oder unange-
bracht ist [12]. Diese vielfältigen Funktionen werden zwar alle durch CD4+ T-Zellen vermit-
telt, deren Population ist allerdings ähnlich vielfältig. Die vier Hauptlinien von CD4+ T-Zellen 
(Th1, Th2, Th17 und Tregs) unterscheiden und definieren sich nicht nur über ihre Funktion, 
sondern auch durch die Expression und Sekretion von bestimmen Molekülen, die z.T. die 
Effektorfunktion vermitteln (Oberflächenmoleküle, Zytokine) aber auch an deren Regulation 
beteiligt sind (Transkriptionsfaktoren, miRNAs). Da sich die Effekte der einzelnen CD4+ T-
Helferzellpopulationen nicht nur unterscheiden, sondern zum Teil auch entgegengesetzt 
wirken, ist es von enormer Bedeutung zu verstehen, wie jede einzelne dieser Populationen 
funktioniert und wie ihre Aktivität reguliert wird. Nur so kann in eine fehlgeleitete Immunan-
twort des hochkomplizierte Systems der CD4+ T-Zellen spezifisch und sinnvoll therapeutisch 
eingegriffen werden, ohne an anderer Stelle schädliche Funktionen auszulösen. Um das Ver-
ständnis von CD4+ T-Zellen zu erhöhen wurde in dieser Arbeit untersucht, welchen Einfluss 
das Oberflächenmolekül CD83 und miR183 auf die Funktion von CD4+ T-Zellen nehmen. 
Das Oberflächenmolekül CD83 wird nach Zellaktivierung vor allem durch B-Zellen und DCs 
hoch reguliert und gilt als DC-Aktivierungsmarker, der mit erhöhten Effektorfunktionen asso-
ziiert wird [48, 56, 58]. Die Expression von CD83 auf CD4+ T-Zellen ist hingegen wenig unter-
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sucht und auch eher mit einem regulatorischen Phänotyp assoziiert. Die Analyse der CD83 
Expression auf verschiedenen T-Zellensubpopulationen (CD4+CD25-, CD4+CD25+ und CD8+) 
zeigte, dass nTregs nach T-Zellaktivierung CD83 deutlich höher exprimieren als T-
Effektorzellen [41], was auf eine Treg-spezifische Funktion von CD83 in CD4+ T-Zellen hin-
weist. Durch die retrovirale Überexpression von CD83 in aktivierten CD4+CD25- T-Zellen 
konnte in diesen mehrere Treg-assoziierte Merkmale in vitro induziert werden [41]. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde mit Hilfe einer transgenen Maus untersucht, welchen Einfluss die 
Überexpression von CD83 in naiven und aktivierten CD4+ T-Zellen hat. In der CD83 transge-
nen Maus steht CD83 unter Kontrolle des CD4 Promotors, so dass CD83 in allen CD4+ T-
Zellen also auch in Tregs überexprimiert wird. Außerdem kann, dadurch dass es sich um eine 
transgene Maus handelt, in der in vivo Situation untersucht werden, wie sich die CD83-
Überexpression auf die Entwicklung, Funktion und den Phänotyp von CD4+ T-Zellen auswirkt. 
Obwohl in Balb/c Mäusen CD4+CD25+ nTregs mehr CD83 exprimieren ([41] und Abbildung 7 B 
+ C und D + E) als CD4+CD25- T-Zellen, war der Anteil CD83+ Zellen in der CD4+CD25+ und der 
CD4+FoxP3+ Population von CD4CD83 transgenen Mäusen geringer, als in der CD4+CD25- T-
Zellpopulation derselben Mäusen (Abbildung 7 B + C und D + E). Es kann also ausgeschlossen 
werden, dass die Überexpression von CD83 in CD4CD83 transgenen Mäusen nur Einfluss auf 
nTregs hat, sondern auch auf naive T-Zellen, da die Überexpression in naiven T-Zellen höhere 
Werte erreichte als in Tregs. Es wurde kein erhöhter Anteil an CD4+CD25+ oder CD4+FoxP3+ 
T-Zellen in der Milz und den mLKs in der CD4CD83 transgenen Maus gegenüber Balb/c Mäu-
sen gemessen (Abbildung 12). Die FoxP3-Expression scheint also in der CD4CD83 transgenen 
Maus nicht durch die Überexpression von CD83 in naiven T-Zellen induzierbar zu sein. Auch 
scheint die Entwicklung von Tregs durch die transgene Überexpression von CD83 nicht be-
einflusst zu werden. Anders als durch die retrovirale Überexpression [41] konnte auch kein 
suppressiver Phänotyp durch die CD83 Überexpression in CD4+CD25- T-Zellen in vitro indu-
ziert werden, da die inhibitorische Fähigkeit von CD4+CD25+ Tregs aus CD4CD83 transgenen 
Mäusen nicht verändert war, gegenüber Tregs aus nicht-transgenen Kontrollen (Abbildung 
13). Desweiteren wurde auch die Proliferation von CD4+CD25- und CD4+CD25+ T-Zellen aus 
der CD4CD83 transgenen Maus in vitro durch die Überexpression von CD83 in CD4+ T-Zellen 
nicht beeinflusst (Abbildung 14), wie es für die retrovirale Überexpression beschrieben wurde 
[41]. Eine mögliche Erklärung dafür, dass durch eine retrovirale Überexpression von CD83 in 
CD4+ T-Zellen in diesen mehrere Treg-assoziierte Merkmale induziert werden konnten, die in 
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der CD4CD83 transgenen Maus nicht beobachtet wurden, könnte sein, dass durch die retro-
virale Überexpression höhere Expressionswerte des Transgens erreicht werden konnten, die 
eventuell nötig sind um diese Effekte zu induzieren. Interessanterweise konnte aber eine 
verminderte IL17A Sekretion nach Stimulation von CD4+CD25- T-Zellen aus CD4CD83 trans-
genen Mäusen in vitro detektiert werden, was auf eine Modulation des Phänotyps der CD4+ 
T-Zellen nach T-Zellaktivierung durch CD83 hindeutet.  
In der Studie von Reinwald et al. konnte außerdem, durch die Injektion von CD4+CD25- T-
Zellen, die CD83 retroviral überexprimierten, Immunantworten in einer DNFB induzierte 
Kontaktallergie sowie in einer experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) ab-
gemildert werden [41]. Auch die Immunreaktion gegen eine DNFB-vermittelte Kontaktaller-
gie in der CD4CD83 transgenen Maus war signifikant vermindert gegenüber der Reaktion in 
nicht-transgenen Geschwistern. Dies ging einher mit einem erhöhten Anteil an CD4+FoxP3+ 
T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten. Da Balb/c Mäuse weniger empfindlich auf die 
Induktion von EAE reagieren als andere Mausstämme, konnte mit der CD4CD83 transgenen 
Maus nicht untersucht werden, wie sich die Überexpression von CD83 in CD4+ T-Zellen in der 
CD4CD83 Maus auf den Verlauf einer EAE auswirken würde. Beides sind Krankheitsmodelle, 
die durch die Injektion von CD4+CD25+ nTregs abgemildert werden können [141-143]. Da in 
den Ohr-drainierenden Lymphknoten von DNFB-behandelten CD4CD83 Mäusen tatsächlich 
mehr CD4+FoxP3+ T-Zellen gemessen wurden, liegt ein Zusammenhang zwischen diesem 
erhöhten Treg-Anteil und dem milderen Verlauf der Kontakallergie nahe (Abbildung 16 A und 
B).  
Auch von der löslichen Form von CD83 wurde beschrieben, dass sie in einer Reihe von 
Krankheitsmodellen immunsuppressive Eigenschaften hatte [60-63]. In einem Modell wurde 
der Einfluss von sCD83 auf das Überleben eines Cornea-Transplantats untersucht und es 
konnte gezeigt werden, dass sich die Gabe von sCD83 positiv auf das Transplantatüberleben 
auswirkt, was auch mit einem erhöhten Anteil CD4+FoxP3+ T-Zellen in den drainierenden 
Lymphknoten einherging [63]. Es gibt also mehrere Hinweise darauf, dass CD83 entweder 
die FoxP3-Expression positiv beeinflusst oder die Migration von Tregs zum Entzündungsherd 
fördert. Für die DNFB-vermittelte Kontaktallergie konnte gezeigt werden, dass der Chemo-
kin-Rezeptor CXCR3 für die Migration von Tregs zum Ort der Entzündung wichtig ist [144]. 
Bisher ist zwar kein Zusammenhang zwischen CXCR3 und CD83 publiziert worden, in weiter-
führenden, auf dieser Arbeit aufbauenden Analysen, könnte allerdings die CD4CD83-
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überexprimierende Maus genutzt werden, um genauer zu untersuchen, wie die CD83 Ex-
pression mit einem erhöhten Treg-Anteil am Ort der Kontaktallergie in Zusammenhang 
steht. Dazu würde zunächst die in vitro Konversion von CD4+CD25- T-Zellen aus der CD4CD83 
transgenen Maus in iTregs untersucht werden. Somit könnte geklärt werden, ob CD83 eine 
FoxP3-Expression auch in der CD4CD83 transgenen Maus unter bestimmten Bedingungen 
begünstigt, wie durch Reinwald et al. beschrieben wurde [41]. Zusätzlich könnte untersucht 
werden, ob die Überexpression von CD83 einen Einfluss auf die Migration von Tregs (z.B. 
durch CXCR3 vermittelt) hat.  
Nicht nur Tregs sind für die Regulation einer Kontaktallergie wichtig. Auch von IL17A wurde 
beschrieben, dass es deren Verlauf beeinflusst [145, 146]. Ähnliches gilt auch für EAE [147, 
148]. In einer IL17 defizienten Maus war die Kontaktallergie gehemmt und die Infiltration 
von Immunzellen am Ort der Entzündung wurde durch das Fehlen des IL17-Rezeptors ver-
schlechtert [145, 146]. Durch die Überexpression von CD83 in der CD4CD83 transgenen 
Maus konnte eine Verschlechterung der IL17A Sekretion in vitro in CD4+CD25- T-Zellen nach 
T-Zellaktivierung gemessen werden (Abbildung 15). Auch der Anteil an IL17A-sezernierender 
CD4+ T-Zellen in den Ohr-drainierenden Lymphknoten während einer DNFB-vermittelten 
Kontaktallergie war in CD4CD83 transgenen Mäusen vermindert (Abbildung 16C). Der mildere 
Verlauf der Kontaktallergie in CD4CD83 transgenen Tieren könnte also nicht nur auf den er-
höhten Anteil von Tregs in den drainierenden Lymphknoten, sondern auch auf die vermin-
derte Sekretion von IL17A zurückzuführen sein. Auch in manchen Formen von experimentel-
ler Kolitis spielt IL17 eine Rolle und es konnte gezeigt werden, dass durch die Gabe von 
sCD83 während einer chemisch-induzierten Kolitis die Infiltration von Immunzellen in den 
Darm, die Menge an IL17 im Darm und die Schwere des klinischen Verlauft vermindert wa-
ren. Auf den Anteil CD4+FoxP3+ T-Zellen in den mLKs hatte sCD83 in diesem Fall allerdings 
keinen Einfluss [62]. Dieses Beispiel zeigt, dass eine Verminderung von IL17 alleine sich 
schon positiv auf den Verlauf einer Entzündungsreaktion auswirken kann. In der CD4CD83 
transgenen Maus aber auch in der Studie von Reinwald et al. konnte gezeigt werden, dass 
CD83 sowohl auf FoxP3+ als auch auf IL17-sezernierende T-Zellen einen Einfluss hat [41]. Eine 
Möglichkeit wäre z.B., dass CD83 die Differenzierung einer naiven T-Zelle in Richtung iTreg 
begünstigt und gegenüber Th17 benachteiligend wirkt. Dies würde erklären wieso während 
einer Kontaktallergie nur in den Ohr-drainierenden Lymphknoten ein erhöhter Anteil 
CD4+FoxP3+ T-Zellen gemessen werden konnte, nicht aber in naiven CD4CD83 transgenen 
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Mäusen. Auch für die retrovirale Überexpression von CD83 in CD4+ T-Zellen wurden die T-
Zellen aktiviert und es konnte ebenfalls die Induktion von Tregs sowie eine verminderte 
IL17A Sekretion nachgewiesen werden [41].  
CD83 hat allerdings nicht nur einen Einfluss auf CD4+ T-Zellen, wenn es von den T-Zellen 
selbst exprimiert wird, sondern auch auf deren Entwicklung im Thymus, wenn es von ande-
ren Zelltypen im Thymus exprimiert wird [59]. Das konnte durch eine CD83 Knock Out Maus 
gezeigt werden, deren CD83 defizienten T-Zellvorläuferzellen sich in wildtyp Mäusen nach 
Transfer normal entwickelten. CD83 kompetente T-Zellvorläuferzellen, transferiert in CD83 
Knock Out Mäuse, konnten sich allerdings nicht in reife CD4+ T-Zellen entwickeln. Phänoty-
pisch waren die peripheren CD4+ T-Zellen in der CD83 Knock Out Maus drastisch reduziert, 
der Anteil CD8+ und CD4+CD8+ Thymozyten war in diesen Mäusen nicht verändert [59]. In der 
CD4CD83 transgenen Maus hingegen, in der die CD83-Expression in CD4+ T-Zellen selbst ver-
ändert (hochreguliert) wurde, wurden ähnliche Effekte beobachtet. Im Thymus von 
CD4CD83 transgenen Mäusen wurden ebenfalls weniger CD4+ Thymozyten im Vergleich zu 
nicht-transgenen Kontrollen gemessen. Allerdings war auch der Anteil CD8+ Thymozyten 
vermindert und der Anteil CD4+CD8+ Thymozyten erhöht. Dies weist daraufhin, dass im Thy-
mus die CD83 Expression nicht nur von anderen Zellen als T-Zellvorläufern, sondern auch die 
Expression von CD83 durch die T-Zelle selbst Einfluss auf die T-Zellentwicklung im Thymus 
hat. Allerdings konnte hier nicht ausgeschlossen werden, dass diese Beobachtungen in den 
CD4CD83 transgenen Mäusen auf die erhöhte CD83-Expression in CD8+ T-Zellen zurückzu-
führen war (Abbildung 6). 
Dies zeigt, dass es wichtig ist die Funktion von CD83 Zelltyp-spezifisch zu untersuchen. Des-
wegen wurde im Zuge dieser Arbeit erfolgreich eine CD83-Flox Maus generiert, mit der 
durch Verpaarung mit Cre-exprimierenden Mäusen CD83 in verschiedenen Zelltypen ausge-
schaltet werden kann. Mit dieser Maus werden sich viele interessante Fragen bezüglich der 
Funktion von CD83 in CD4+ T-Zellen, aber auch in DCs oder B-Zellen beantworten lassen. Eine 
der interessantesten Fragen wird sein, ob durch den Verlust der CD83 Expression in FoxP3-
exprimierenden Tregs (CD83-Flox x FoxP3-Cre) deren Suppressionsverhalten, die FoxP3-
Expression, die IL10 Sekretion oder die Migration beeinflusst wird und was dies für Auswir-
kungen auf Immunreaktionen, wie Allergien oder Autoimmunerkrankungen hat an denen 
Tregs beteiligt sind. Durch Vergleich mit Ergebnissen aus einer Maus, in der CD83 in der ge-
samten CD4+ T-Zellpopulation ausgeschaltet wird (CD83-Flox x CD4-Cre), kann unterschieden 
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werden, welche Effekte von CD83 durch Tregs und welche von T-Effektorzellen vermittelt 
werden. So kann untersucht werden, ob CD83-defiziente CD4+ T-Effektorzellen mehr IL17A 
ausschütten und sich weniger FoxP3+ Tregs am Ort der Entzündung befinden und welcher 
Mechanismus die größere Rolle während einer Kontaktallergie spielt. Darüber hinaus kann 
die CD83-Flox-Maus auch zur Untersuchung der Rolle von CD83 bei der T-Zellreifung im 
Thymus verwendet werden.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte also gezeigt werden, dass die Überexpression von CD83 in 
T-Zellen in der komplexen in vivo Situation einer transgenen Maus während einer Immunre-
aktion eher eine regulatorische Rolle spielt, also die regulatorischen T-Zellen fördert, wohin-
gegen das Effektormolekül IL17A in CD4+ T-Zellen durch die CD83 Überexpression unter-
drückt wurde. Dies korreliert mit den Ergebnissen einer retroviralen CD83-Überexpression in 
aktivierten CD4+ T-Zellen ex vivo [41]. Außerdem konnte belegt werden, dass nicht nur 
sCD83 immunsuppressive Eigenschaften hat, sondern auch CD83 auf der Oberfläche von 
CD4+ T-Zellen.  
Ein weiteres Molekül, das im Zusammenhang mit der Funktion von CD4+ T-Helferzellen in 
dieser Arbeit untersucht wurde, war miR183. miRNAs wurden als Regulatoren der Genex-
pression auf mRNA-Level identifiziert und es wurde festgestellt, dass mehr als die Hälfte der 
Änderungen im Transkriptom, die innerhalb einer Stunde nach T-Zellaktivierung auftreten 
durch posttranskriptionelle Regulationen auf mRNA-Ebene stattfinden [149]. Dadurch stellt 
sich die Frage, ob miRNAs auch in T-Zellen Funktionen übernehmen, die zu kennen zum Ver-
ständnis der T-Zellfunktion unerlässlich sind. Durch den Knock Out des miRNA-
prozessierenden Enzyms Dicer, ohne dessen Aktivität keine funktionellen miRNAs gebildet 
werden, in CD4+ T-Zellen und spezifisch in FoxP3+ Tregs konnte gezeigt werden, dass auch in 
CD4+ T-Zellen miRNAs eine essentielle Rolle spielen. Nicht nur die Entwicklung von CD4+ T-
Zellen im Thymus, auch deren periphere Funktionen wie Proliferation und Zytokin Sekretion 
waren gestört [85, 86]. Auch die Dicer-Depletion in Tregs zeigte sehr deutlich wie wichtig die 
Funktion von miRNAs in Tregs ist, da es durch den Dicer Knock Out zu einem kompletten 
Verlust der Treg-Funktion und damit verbunden zu verheerenden Autoimmunerkrankungen 
kam [87, 88].  
Einige Beispiele für miRNAs, die in T-Zellen wichtige Funktionen übernehmen, konnten schon 
beschrieben werden. Zu den bisher am besten charakterisierten gehören miR155 und 
miR146a, die beide Moleküle regulieren, die für die intrazelluläre Signalweitergabe wichtig 
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sind [90, 92, 98-101]. In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Funktion miR183 in CD4+ T-
Zellen übernimmt. Über miR183 ist vor allem viel über ihre Rolle als Onco-miR während der 
Tumorentstehung bekannt, da miR183 in vielen Tumorarten hochreguliert ist und Tumor-
wachstum und -migration begünstigt [109-113, 115]. In den Fokus dieser Arbeit ist miR183 
dadurch gekommen, dass sie bei einer miRNA-Expressionsanalyse zu einigen miRNAs gehör-
te, die in naiven, aktivierten und Antigen-spezifischen Tregs differenziell zu T-Effektorzellen 
exprimiert wurde. Durch die Expressionsanalyse von miR183 vor und an verschiedenen Zeit-
punkten nach T-Zellaktivierung in Gegenwart von IL2, wurde deutlich, dass miR183 zwar bis 
zu einem Tag nach T-Zellaktivierung in Zellen mit einem Treg-Phänotyp höher exprimiert 
wurde als in CD4+CD25- T-Zellen, mehrere Tage nach T-Zellaktivierung hingegen wurde 
miR183 von T-Effektorzellen ebenfalls stark hoch reguliert (Abbildung 21). Daraus lässt sich 
schließen, dass miR183 in regulatorischen T-Zellen eine Funktion übernimmt, die schon vor 
T-Zellaktivierung für Tregs wichtig ist, in naiven T-Zellen aber eine untergeordnete Rolle 
spielt. Nach T-Zellaktivierung stieg das Expressionslevel von miR183 sowohl in Tregs als auch 
in T-Effektorzellen an, was auf eine Rolle von miR183 in beiden Populationen nach T-
Zellaktivierung hindeutet, die nach T-Zellaktivierung in T-Effektorzellen aber deutlicher aus-
geprägt war, da zu späteren Zeitpunkten deutlich höhere Werte der miR183-Expression in T-
Effektorzellen gemessen wurden als in Tregs. Im Zuge dieser Arbeit wurden erfolgreich ret-
rovirale Partikel generiert, die dazu benutzt werden konnten miR183 in CD4+CD25- T-Zellen 
zu überexprimieren (Abbildung 22 und Abbildung 23) und somit zu untersuchen welchen Ein-
fluss miR183 auf T-Zellen nimmt. Zunächst wurde untersucht, ob miR183 in die suppressive 
Funktion von Tregs involviert ist und ob durch die Überexpression von miR183 in T-
Effektorzellen in diesen ein regulatorischer Phänotyp induziert werden kann, da miR183 in 
naiven Tregs höhere Expressionswerte zeigte als in naiven CD4+CD25- T-Zellen. Darüber hin-
aus wurde von miR183 in Gliomazellen beschrieben, dass sie durch das Targeting der Isoci-
trat Dyhydrogenase 2 (IDH2) den Hypoxie induzierten Faktor 1α (HIF-1α) hochreguliert [150], 
der wiederum unter hypoxischen Bedingungen, wie sie während einer Entzündung vorherr-
schen, FoxP3 induziert [151]. Es zeigte sich allerdings, dass weder die Expression von Mole-
külen, wie FoxP3 oder CTLA-4 (Abbildung 24), die mit einem Tregs-Phänotyp in Verbindung 
gebracht werden, noch die Suppression der Proliferation von aktivierten T-Zellen (Abbildung 
25) durch die miR183-Überexpression induziert werden konnte.  
D i s k u s s i o n  | 79 
 
Als nächstes wurde untersucht, welchen Einfluss miR183 auf naive T-Zellen hat, da diese 
miR183 im naiven Zustand nur gering exprimierten, das miR183-Level nach T-Zellaktivierung 
aber deutlich hoch regulierten. Deshalb wurde als erstes untersucht, welchen Einfluss die 
miR183-Überexpression auf die T-Zellproliferation nach T-Zellstimulation hatte. Die T-
Zellproliferation ist eine der wichtigsten Eigenschaften von T-Zellen und stellt sicher, dass 
während einer Immunantwort eine ausreichende Menge an T-Effektorzellen zur Verfügung 
steht. Durch die Überexpression von miR183 in T-Effektorzellen proliferierten diese signifi-
kant besser als T-Zellen, die mit dem GFP-kodierenden Kontrollvektor transduziert wurden 
(Abbildung 26). Dies deutet darauf hin, dass miR183 einen enthemmenden Einfluss auf den 
Signalweg nach T-Zellrezeptoraktivierung ausübt, zu dessen Effekten die Proliferation ge-
hört. Es war allerdings durch die miR183-Überexpression nicht nur die T-Zellproliferation, 
sondern auch die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 beeinflusst (Abbildung 27). CD69 
gilt als der früheste Aktivierungsmarker von T-Zellen und wird innerhalb kurzer Zeit nach T-
Zellstimulation auf der Oberfläche der T-Zellen exprimiert, dann allerdings nach 48 h auch 
schnell wieder herunterreguliert. In miR183-überexprimierenden T-Zellen wurde eine 
schnellere und höhere Expression von CD69 gegenüber den GFP-Kontrollvektor-
überexprimierenden T-Zellen gemessen (Abbildung 27). Außerdem konnten eine signifikant 
erhöhte Menge des pro-inflammatorischen Zytokins IL17A und eine tendenziell erhöhte 
Menge des pro-inflammatorischen Zytokins IL6 nach T-Zellaktivierung gemessen werden 
(Abbildung 28), was ebenfalls auf eine verstärkte Aktivität der miR183-überexprimierenden T-
Zellen hinweist.  
Um festzustellen, ob diese Effekte der miR183-Überexpression stark genug sind, um wäh-
rend einer Immunantwort eine biologische Rolle in vivo zu spielen, wurde das Verhalten der 
miR183-überexprimierenden T-Zellen in einem Antigen-spezifischen Autoimmunmodell mit 
dem Verhalten von GFP-Kontrollvektor-überexprimierenden T-Zellen verglichen. Dieses Mo-
dell wurde ausgewählt, weil mit ihm der Einfluss einer verstärkten T-Zellaktivität untersucht 
werden kann. Die dazu benutzte INS-HA x RAG2KO Maus exprimiert das Modellantigen Hä-
magglutinin (HA) unter Kontrolle des Insulin-Promotors, zusätzlich hat diese Maus auf Grund 
des RAG2KO-Hintergrundes keine eigenen T- oder B-Zellen. Werden der INS-HA x RAG2KO 
Maus T-Zellen injiziert, deren T-Zellrezeptor HA spezifisch erkennt, führt das zur Zerstörung 
der HA-exprimierenden, Insulin-produzierenden Zellen und die Maus entwickelt Diabetes. 
Somit kann ein schneller ansteigender Blutzuckerspiegel auf eine höhere Aktivität der inji-
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zierten T-Zellen hinweisen. Tatsächlich stieg der Blutzuckerspiegel von INS-HA x RAG2KO 
Mäuse, denen HA-spezifische T-Zellen injiziert wurden, die miR183-überexprimierten, 
schneller an als der Blutzuckerspiegel solcher Mäuse, in die nur GFP-Kontrollvektor-
überexprimierenden T-Zellen transferriert wurden (Abbildung 29 A). In den mLKs der INS-
HA x RAG2KO Mäuse, denen miR183-überexprimierende T-Zellen gespritzt wurden, wurde 
ein erhöhter Anteil an miR183-überexprimierender T-Zellen gegenüber INS-HA x RAG2KO 
Mäusen, denen dieselbe Anzahl GFP-Kontrollvektor-überexprimierender T-Zellen injiziert 
wurde gemessen. Dies könnte auf eine bessere Proliferation der miR183-
überexprimierenden T-Zellen oder auf einer verstärkten Migration zurückzuführen sein, wo-
bei die in vitro Daten eher auf eine bessere Proliferation hinweisen (Abbildung 29 B). Darüber 
hinaus zeigten die injizierten miR183-überexprimierenden T-Zellen durch einen höheren 
prozentualen Anteil von CD69 und eine erhöhte Expressionsstärke (MFI) von CD69 einen 
erhöhten Aktivierungsstatus gegenüber den nur GFP-Kontrollvektor-überexprimierenden T-
Zellen (Abbildung 29 C). Somit konnte auch in vivo ein Einfluss von miR183 auf die T-
Zellfunktion bestätigt worden.  
Anschließend wurde untersucht, wie die verstärkte Proliferation und der erhöhte Aktivie-
rungsstatus der miR183-überexprimierenden T-Zellen mit der Funktion von miR183 zusam-
menhingen. In der Literatur werden mehrere Ziel-mRNAs von miR183 beschrieben, darunter 
der Transkriptionsfaktor Early Growth Response 1 (EGR1) [115]. Die Analyse, der mRNA-
Expression von EGR1 in miR183-überexprimierenden T-Zellen im Zuge dieser Arbeit, zeigte 
tatsächlich eine Reduktion der EGR1 mRNA-Expression durch die Überexpression von 
miR183 verglichen mit GFP-Kontrollvektor-überexprimierenden T-Zellen (Abbildung 30 A). 
EGR1 aktiviert die Expression von Phosphatase and Tensin Homologue deleted on Chromo-
som Ten (PTEN) direkt [139, 152]. PTEN hingegen dephosphoryliert und hemmt damit Phos-
phatidylinositol 3,4,5-Triphospate (PIP3) das durch die Aktivität der Phosphoinositid 3-Kinase 
(PI3K) durch Phosphorylierung von Phosphatidylinositol 4,5-Biphosphat (PIP2) als Reaktion 
auf die Aktivierung des T-Zellrezeptors gebildet wird. Die Aktivität von PIP3 führt u.a. zur 
Rekrutierung und Aktivierung des Signalmoleküls Akt, dessen Aktivität den Fortgang des Zell-
zykluses, Verhinderung von Apoptose, Zellmigration und Zelldifferenzierung zu Folge hat. 
Neben der Hemmung des PI3K Signalweges durch die Dephosphorylierung von PIP3, hemmt 
PTEN die Oberflächenexpression von CD69 [140, 153]. Da im Zuge dieser Arbeit durch die 
Überexpression von miR183 in CD4+ T-Zellen eine erhöhte Proliferation und eine verstärkte 
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CD69 Expression gegenüber Kontrollen gemessen wurde, wurde als nächstes überprüfen, ob 
es durch eine Herunterregulation von EGR1 durch miR183, die zu einer Drosselung der 
Hemmung der CD69 Expression führte auch zur Aktivierung des Akt-Signalweges durch PIP3 
kommt. Dazu wurde die Proteinexpression des Signalmoleküls Akt und die Menge an phos-
phoryliertem und somit aktivem Akt in miR183 und GFP-Kontrollvektor-überexprimierenden 
T-Zellen gemessen. An Ser-473 und an Thr-308 phosphoryliertes Akt war in den miR183-
überexprimierenden T-Zellen signifikant erhöht gegenüber den GFP-Kontrollvektor-
überexprimierenden T-Zellen, was auf eine erhöhte Aktivität des Akt-Signalweges hinweist, 
womit die verstärkte Proliferation der miR183-überexprimierenden T-Zellen erklärt werden 
kann (Abbildung 31). Die absolute Menge von Akt war allerdings auch signifikant erhöht, was 
auf eine erhöhte Expression oder eine verminderte Degradation von Akt hinweist.  
 
Ein Zusammenhang zwischen einer Akkumulation von hämatopoetischen Tumorzellen und 
miR183 wird allerdings auch von Liu et al. für die Entstehung der Juvenilen Myelomonozytä-
ren Leukämie (JMML) vorgeschlagen. Ähnlich wie in anderen Tumorarten wurde auch in 
JMML eine Hochregulation von miR183 beschrieben und konnte mit der erhöhten Menge 
monozytären Tumorzellen korreliert werden [154]. In CD4+ T-Zellen wird in dieser Arbeit 
allerdings zum ersten Mal beschrieben, dass miR183 an der Regulation der Proliferation und 
der Hochregulation von CD69 nach T-Zellaktivierung beteiligt ist.  
Darüber welche Funktion die erhöhte Menge miR183 in regulatorischen T-Zellen hat, kann 
spekuliert werden, dass es der Aufrechterhaltung der proliferativen Fähigkeit und des Über-
lebens von Tregs dient ohne, dass es ein aktivierendes Signal gibt. Naive T-Zellen sollten in 
Abbildung 31: Schemartische 
und vereinfachte Darstellung 
der hypotetischen regulation 
der T-Zellproliferation und 
CD69-Expression durch 
miR183. Quellen siehe Text. 
TZR: T-Zellrezeptor 
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Abwesenheit eines Stimulus nicht aktiviert werden. Dies korreliert sehr gut mit der gemes-
senen geringen Mengen an miR183. Tregs hingegen könnten durch eine leicht erhöhte Ex-
pression von miR183 auch ohne Stimmulus in einem Zustand der Abrufbarkeit gehalten wer-
den.  
Zusammenfassend konnte also in dieser Arbeit für die Expression des Oberflächenmoleküls 
CD83 auf CD4+ T-Zellen eine regulatorische Wirkung beschrieben werden. Diese Ergebnisse 
und die im Zuge dieser Arbeit generierte CD83-Flox Maus können als Grundlage für weiter-
führende Untersuchungen zur Funktion und eventuell therapeutischen Manipulation von 
CD83 genutzt werden.  
Für die Wirkung von miR183 auf CD4+ T-Zellen wurde in dieser Arbeit hingegen eine aktivie-
rende Funktion beschrieben. Diese Funktion zu kennen und gegebenenfalls kontrollieren zu 
können, könnte für das Verständnis von Lymphomen und Leukämien wichtig sein. Auf der 
anderen Seite könnte die gezielte und kontrollierte Manipulation der miR183 eine Stell-
schraube sein, um einer Lymphopenie entgegenzuwirken.  
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6. Zusammenfassung 
CD4+ T-Helferzellen übernehmen essentielle Aufgaben während einer Immunreaktion. Zu 
ihren Aufgaben gehören immunaktivierenden Funktionen, vermittelt durch die Subpopulati-
onen der T-Effektorzellen sowie immunregulatorische Funktionen, die durch regulatorische 
T-Zellen vermittelt werden. Für eine funktionierende Immunantwort ist die richtige Balance 
der verschiedenen T-Helferzellpopulationen essentiell, denn ein Ungleichgewicht kann zu 
chronischen Infektionen, Tumoren, Allergien oder Autoimmunerkrankungen führen. Daher 
ist das Verständnis der Faktoren, die in die Funktion der verschiedenen CD4+ T-
Helferzellpopulationen involviert sind von enormer Bedeutung für ein therapeutisches Ein-
greifen. 
In dieser Arbeit wurden zwei Moleküle auf ihre Funktion in CD4+ T-Zellen hin untersucht. 
Zum einen wurde der Einfluss des Oberflächenmolekül CD83 auf die Funktion von CD4+ T-
Zellen mit Hilfe einer CD4CD83 trangenen Maus untersucht, die CD83 unter Kontrolle des 
CD4-Promotors überexprimiert. Phänotypisch wurde eine verminderte Menge an CD4+ und 
CD8+ T-Zellen sowie eine erhöhte Menge an CD4+CD8+ Thymozyten im Thymus dieser Mäuse 
gegenüber nicht-transgenen Geschwistern detektiert. In in vitro Analysen konnte kein regu-
latorischer Einfluss der CD83 Überexpression in CD4+ T-Zellen gemessen werden. Allerdings 
sezernierten die CD4CD83 transgenen CD4+CD25- T-Zellen nach Stimulation signifikant weni-
ger IL17A als CD4+CD25- T-Zellen aus nicht-transgenen Tieren. Darüber hinaus hatte eine 
DNFB-vermittelte Kontaktallergie in CD4CD83 transgenen Mäusen einen milderen Verlauf als 
in nicht-transgenen Kontrollen, was mit einem erhöhten Anteil CD4+FoxP3+ T-Zellen und ei-
ner verminderten Menge IL17A-sezernierender CD4+ T-Zellen in den drainierenden Lymph-
knoten einherging. Um die Funktion von CD83 insbesondere auf CD4+ T-Zellen weiter unter-
suchen zu können, wurde außerdem im Zuge dieser Arbeit eine CD83-Flox Maus generiert. 
Darüber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, welchen Einfluss miR183 auf die 
Regulation der CD4+ T-Zellfunktion hat. In naiven Tregs wurden signifikant höhere miR183 
Expressionswerte in regulatorischen T-Zellen als in naiven T-Zellen gemessen. Mehrere Tage 
nach Aktivierung jedoch waren die Werte in T-Effektorzellen höher, was auf eine Funktion 
von miR183 in beiden Populationen hindeutete. Um dies näher zu untersuchen, wurde 
miR183 mittels retroviralem Gentransfers in CD4+CD25- T-Zellen überexprimiert. Die funkti-
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onelle Analyse zeigte keine Induktion eines regulatorischen Phänotyps, aber eine Verstär-
kung von Effektorfunktionen wie beschleunigte Proliferation und erhöhte CD69 Expression in 
vitro. Diese Effekte der miR183-Überexpression konnten in einem Antigen-spezifischen Dia-
betesmodell in vivo bestätigt werden. Mechanistisch konnten diese Effekte mit der Regulati-
on des Transkriptionsfaktors EGR1 durch miR183 und einer verstärkten Aktivität des Akt-
Signalweges in Zusammenhang gebracht werden. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit könnten dazu beitragen die Faktoren, die in die Funktion der 
verschiedenen CD4+ T-Helferzellpopulationen involviert sind besser zu verstehen, was für 
deren therapeutische Manipulation von großer Bedeutung ist. 
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8. Verzeichnisse 
8.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
(m)LK (mesenterische) Lymphknoten 
(q)PCR (quantitative) Polymerase Kettenreaktion 
AK Antikörper 
APC Antigen-präsentierende Zelle 
bp Basenpaar 
CAF1 engl. CCR4-associated factor 1 
Ccr4 engl. Carbon Catabolite Repression 4- homolog Cytoplasmic dead-
enylase 
CD engl. Cluster of Differentiation 
cDNA engl. complententary DNA 
cMaf engl. v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene hom-
olog 
CFSE Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester 
CMV Cytomegalie Virus 
Cre engl. Causes Recombination 
CTL Zytotoxische T-Zelle 
CTLA-4 engl. Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4 
DCs Dendritische Zellen 
Dcp1 engl. Decapping Protein 1 
DGCR8 engl. DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8 
DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagles Medium 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNFB Dinitroflurobenzen 
dNTP Desoxynukleotid Triphosphat 
dsRNA doppelsträngige RNA 
EAE experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGR1 engl. Early Growth Response 1 
eIF eukryotischer Initiations Faktor 
ES-Zellen Embryonale Stammzellen 
FACS engl. Fluorecense Activates Cell Sorter 
FBS Fetales bovines Serum 
FCS Fetales Kälberserum 
fl Flox 
FoxP3 Forkhead Box P3 
GATA3 GATA-bindendes Protein 3 
GFP Grün-fluoreszierendes Protein 
GW182 engl. GW-body Protein 182; Gawky 
HA Hämagglutinin 
het heterozygot 
HIF1 engl. Hypoxy inducible Factor 1α 
hom homozygot 
IDH2 Isocitrat Dehydrogenase 
IDO Indoleamin 2,3-Dioxygenase 
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IFNγ Interferon γ 
IL Interleukin 
IMDM Iscoves Modifiziertes Dulbeccos Medium 
IPEX engl. Immune Dysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-
linked Syndrom 
IRAK1 Interleukin-1 assoziierte Kinase 1 
IRES engl. Internal ribosomal entry site 
IVC individuell ventilierter Käfig 
JMML Juvenilen Myelomonozytären Leukämie 
kb Kilobasen 
KO Knock Out 
LAG-3 engl. Lymphozyte-Activation-Gene-3 
LIF Leukämie-inhibierender Faktor 
LoxP engl. Locus of Cross Over 
LPS Lipopolysaccharid 
LTR engl. Long Terminal Repeats 
Luc Luciferase 
MACS engl. Magnetic Cell Seperation 
mCAT1 muriner kationischer Aminosäure Transporter 1 
MEF murine embryonale Fibroblasten 
MFI engl. Mean Fluorescense Intensity 
MHC engl. Major Histcomparibility Complex 
miRNA mikroRNA 
mRNA engl. Messenger RNA 
NFκB engl. Nuclear Factor κB 
NK-Zellen Natürliche Killer Zellen 
Not engl. Negative regulator of transcription  
nt Nukleotid 
PABP1 engl. Polyadenylate-binding protein 1 
PBS Phosphat gepufferte Salzlösung 
PDCD4 engl. Programmed Cell Death 4 
PI3K Phosphoinositid 3-Kinase 
PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-Biphosphat 
PIP3 Phosphatidylinositol 3,4,5-Triphospate 
PMA Phorbol 12-Myristat 13-Azetat 
PTEN engl. Phosphatase and Tensin Homologue deleted on Chromosom 
Ten 
RAG engl. Recombination Activating Gene 
RISC engl. RNA-induced Silencing Complex 
RNA Ribonukleinsäure 
RNAi RNA Interferenz 
RORγt engl. RAR-related Orphan Receptor γt 
RPS9 Ribosomales Protein 9 
SDS Natrium Dodecylsulphat 
Ser Serin 
SHIP1 engl. Src homology-2 domain-containing inositol 5-phosphatase 1 
siRNA engl. small interfering RNA 
SOCS1 engl. Suppressor of Cytokine Signaling 1 
SPE Spezifisch Pathogen-frei 
STAT1 engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 1 
TBE Tris, Bohr, EDTA 
T-bet T-box Transkriptionsfaktor 
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TCR  T-Zellrezeptor 
TGF-β engl. Transforming Growth Factor β 
Th T-Helferzelle 
Thr Threonin 
TNFα Tumor Nekrose Faktor α 
TRAF6 engl. TNF Receptor associated Factor 6 
TRAIL engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand 
TRBP human immunodeficiency virus transactivating response RNA-
binding protein 
Tregs (iTregs, nTregs) Regulatorische T-Zellen (i=induziert, n=natürlich vorkommend) 
U Unit 
UTR untranslatierte Region 
VEGF engl. Vaskular Endothelial rowth Factor 
wt wildtyp 
α anti 
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